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Povzetek 
 
Optimizacija ligacije inteinskih konstruktov za pripravo segmentno označenega  
α-aktinina-1 
α-aktinin-1 je aktin-vezavni protein, ki na območju stresnih vlaknih in fokalnih stikov prečno 
povezuje aktinske filamente ter jih pripenja na membranske adhezijske komplekse. S tem 
opravlja pomembno vlogo pri procesu celičnega premikanja. Njegova funkcija povezovanja 
aktinskih filamentov je negativno regulirana s povišano znotrajcelično koncentracijo kalcija. 
Vezava kalcijevega iona v kalmodulinu podobno domeno človeškega α-aktinina-1 povzroči 
konformacijske spremembe, ki vplivajo na dinamiko priležne aktin-vezavne domene (ABD). 
Natančnejši mehanizem regulacije in z njim povezane konformacijske spremembe še niso 
pojasnjeni, zato smo želeli okarakterizirati spremembe v dinamiki domene ABD med apo  
(z vezanim Ca2+-ionom) in holo (brez vezanega Ca2+-iona) oblikama α-aktinina-1 z metodo 
NMR. Ker je celoten α-aktinin-1 prevelik za preučevanje z NMR, želimo za nadaljnje raziskave  
pripraviti segmentno označen protein, pri katerem bo izotopsko označena zgolj domena ABD. 
Pripravo segmentno označenega proteina omogoča ligacija dveh ločeno izraženih fragmentov 
željenega proteina z metodo trans-spajanja preko razcepljenega inteina. V tem delu smo 
postavili izhodišče za pripravo segmentno označenega α-aktinina-1. Uspešno smo izolirali 
inteinska konstrukta z zapisom za fragmenta α-aktinina-1 in ju ligirali z metodo trans-spajanja 
preko razcepljenega inteina Cfa. Ligacijo inteinskih konstruktov smo optimizirali in pokazali, 
da je izkoristek ligacije največji pri temperaturi 33 °C. Z ligacijo inteinskih konstruktov v 
velikem merilu smo potrdili, da je izkoristek ligacije dovolj velik za pripravo segmentno 
označenega α-aktinina-1 za meritve NMR. 
 
 
Ključne besede: α-aktinin-1, aktin-vezavna domena, NMR spektroskopija, segmentno 
izotopsko označevanje,  PTS.
 
 
 
 
  
 
 
Abstract 
 
Optimizing protein trans-splicing of intein constructs for the preparation of segmentally 
labeled α-actinin-1. 
α-actinin-1 is a cytoskeletal actin-binding protein found in stress fibers and focal adhesion sites, 
where it crosslinks actin filaments and attaches them to membrane junction complexes. 
Consequently, it plays an important role in cell migration. Its crosslinking function is thought 
to be negatively regulated by increased intracellular calcium levels. Upon binding of a calcium 
ion, calmodulin-like domain of human α-actinin-1 undergoes structural changes that also affect 
the dynamics of juxtaposed ABD domain. The exact mechanism of regulation and consequent 
conformational changes remain elusive. Therefore, we wish to characterise changes in the 
dynamics of ABD domain between calcium-free and calcium-bound forms of α-actinin-1 using 
NMR spectroscopy. Since α-actinin-1 is too large to be successfully analysed by NMR, we 
wish to prepare segmentally labeled protein where only ABD domain is isotopically labeled. 
Two separately expressed fragments could be ligated via protein trans-splicing using split 
inteins to form segmentally labeled protein. In this work we thus set the basis for the 
preparation of segmentally labeled α-actinin-1. We successfully isolated two intein constructs, 
each containing a fragment of split α-actinin-1 and ligated them via trans-splicing, using split 
intein Cfa. We also optimized the ligation of intein constructs and showed that the highest yield 
is obtained at temperature 33 °C. With a large-scale ligation of intein constructs we confirmed 
that the yield is high enough for the preparation of segmentally labeled α-actinin-1 for NMR 
studies.  
 
 
Key words: α-actinin-1, actin binding domain, NMR spectroscopy, segmental isotopic 
labeling, PTS.
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Seznam uporabljenih kratic in simbolov 
 
A      ampicilin 
A280      absorbanca pri λ = 280 nm 
ABD      vezavna domena za aktin 
ABS      vezavno mesto za aktin 
ADP      adenozin-5'-difosfat 
ALP      z aktinom povezan protein LIM (ang. actin-associated LIM protein) 
APS      amonijev persulfat 
Arp2/3     kompleks z aktinom povezanih proteinov (ang. actin-related protein 2/3 complex) 
ATP      adenozin-5'-trifosfat 
C      kloramfenikol 
CapZ      pokrovni protein aktina Z-diska  
CH      kalponinu homologna domena 
CRP       reaktivni protein C  
DNA      deoksiribonukleinska kislina 
DTT      ditiotreitol 
FAK      kinaza fokalnih stikov  
FPLC      tekočinska kromatografija za hitro ločevanje proteinov 
ICAM      znotrajcelična adhezijska molekula  
IEX      ionsko izmenjevalna kromatografija 
IMAC      kovinsko-kelatna afinitetna kromatografija 
IPTG      izopropil-β-D-tiogalaktopiranozid 
Kd      konstanta disociacije 
kDa      kilodalton 
LB      Luria-Bertani (gojišče) 
MEKK1  proteinska kinaza aktivirana z mitogenom 
NaDS      natrijev dodecilsulfat 
NCL      nativna kemijska ligacija 
NMR      jedrska magnetna resonanca 
 
 
Npu       razcepljen intein iz organizma Nostoc Punctiforme 
OD      optična gostota 
ori      mesto za začetek podvojevanja 
PAGE      poliakrilamidna gelska elektroforeza 
PiP2      fosfatidilinozitol-4,5-bisfosfat 
PiP3      fosfatidilinozitol-3,4,5-trisfosfat 
PTS      trans-spajanje proteinov (ang. protein trans-splicing) 
SEC      kromatografija z ločevanje po velikosti 
SR      spektrinska ponovitev 
Src      proto-onkogena tirozinska kinaza Src 
Ssp      razcepljen intein iz organizma Nostoc punctiforme 
TEMED  N,N,N,N-tetrametil-1,2-diaminometan 
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1. UVOD 
 
1.1. Citoskelet 
 
Citoskelet je kompleksno znotrajcelično omrežje proteinskih filamentov, ki pri evkariontskih 
celicah opravlja tri ključne funkcije za obstoj celic. Skrbi za organizacijo znotrajceličnih 
kompartmentov, celico povezuje z zunanjim okoljem s posredovanjem pri prenosu 
zunajceličnih fizikalnih in kemičnih signalov do efektorjev in generira sile za spreminjanje in 
vzdrževanje celične oblike glede na znotrajcelične signale in signale iz okolja1. Elementi 
citoskeleta tako opravljajo vlogo pri številnih celičnih procesih, kot so celično premikanje in 
celična adhezija, tvorba membranskih veziklov, znotrajcelični transport, diferenciacija in 
celična delitev. Visoko strukturirano in hkrati dinamično omrežje tvorijo trije tipi  
filamentov – mikrotubuli, intermediarni filamenti ter aktinski filamenti (mikrofilamenti). 
Slednji so polimeri aktina2. α-aktinin-1, ki je osrednji del diplomskega dela, je aktin-vezavni 
protein, zato je v nadaljevanju pozornost posvečena aktinskemu citoskeletu. 
1.2. Aktinski citoskelet 
 
Aktinski citoskelet je najbolj dinamično in strukturno raznoliko omrežje citoskeleta, pri 
katerem se velike organizacijske spremembe odvijajo na minutni časovni skali, v odvisnosti od 
signalov, ki delujejo na celico. Različne podstrukture aktinskega citoskeleta igrajo ključno 
vlogo pri ustvarjanju sil,  potrebnih za celično premikanje, celično adhezijo ter vzdrževanje 
celične oblike2. 
1.2.1 Aktin in aktinski filamenti 
 
Osnovni gradnik aktinskega citoskeleta je aktin – najbolj zastopan protein v evkariontskih 
celicah. Je evolucijsko zelo ohranjen in ima največje število interakcijskih partnerjev od vseh 
poznanih proteinov. Aktin je globularni protein, zgrajen iz poddomen α in β, ki med sabo 
tvorita le malo kontaktov. Posledično se v strukturi med domenama pojavita dva veliki  
reži – zgornja reža za vezavo kompleksa ATP-Mg2+ in spodnja reža za vezavo številnih 
interakcijskih partnerjev. V celicah je prisotno dinamično ravnotežje med dvema oblikama 
aktina – monomernim G-aktinom in  F-aktinom, ki je prisoten v aktinskem filamentu. G- in  
F-aktin se razlikujeta po zmožnosti hidrolize molekule ATP3. Nastanek aktinskega filamenta 
poteka v treh stopnjah. V prvi stopnji se G-aktin aktivira z vezavo molekule ATP, temu sledi 
stopnja nukleacije aktiviranega G-aktina v stabilne dimere in trimere, v zadnjem koraku pa 
poteče spontana polimerizacija monomernega G-aktina v filament. Ker se molekule G-aktina 
z vezanim ATP v rastoči filament vedno vežejo v enaki orientaciji, je filament posledično 
polariziran. Na koncu, ki ga imenujemo (+)-konec, je konstanta asociacije aktiviranega  
G-aktina veliko večja kot na nasprotnem polu filamenta, ki ga imenujemo (-)-konec. V fazi 
ravnotežja tako na (+)-koncu poteka polimerizacija G-aktina z vezanim ATP in na (-)-koncu 
disociacija G-aktina z vezanim ADP2. Disociacija na (-)-koncu je posledica večje stabilnosti 
G-aktina z vezanim ADP kot F-aktina z vezanim ADP. Hidroliza ATP poteka znotraj filamenta, 
ko aktin zavzame obliko F-aktina, ki ima ATPazno aktivnost3. Kinetika nastajanja in 
preurejanja aktinskih filamentov je v celici natančno regulirana preko signalnih in  
aktin-vezavnih proteinov2. 
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1.2.2. Organizacija aktinskega citoskeleta  
 
Aktinski filamenti so v celici organizirani v različne podstrukture s specifičnimi funkcijami. 
Lokalna (re)organizacija aktinskega citoskeleta je koordinirana preko številnih aktin-vezavnih 
proteinov, časovna in prostorska prisotnost teh pa preko signalnih molekul, ki inducirajo 
ustrezen odziv glede na signale, ki jim je celica podvržena2,4. 
Aktin-vezavne proteine lahko glede na njihovo funkcijo pri organizaciji celičnega aktina 
razdelimo v več skupin. Za de novo sintezo aktinskih filamentov so potrebni nukleacijski 
faktorji, med katerimi je najpomembnejši kompleks Arp2/3 in elongacijski faktorji, kot je 
formin mDia1. Med proteini, ki se vežejo na monomerni aktin in preprečujejo polimerizacijo, 
ko ta ni potrebna, je zelo pomemben profilin. Ta vzdržuje koncentracijo aktiviranega G-aktina 
med 20 µM in 100 µM (za spontano polimerizacijo je potrebna koncentracija 0,1 µM 
monomernega aktina) in se od njega sprosti šele ob prisotnosti induktorja polimerizacije, kot 
je omenjeni Arp2/33. Poleg polimerizacijskih, so enako pomembni depolimerizacijski faktorji. 
Med te sodijo proteini družine ADF/kofilin. Za preprečitev dinamike izmenjevanja aktina na 
koncih filamenta so potrebni pokrovni proteini. Na (-)-koncih je eden takšnih tropomodulin in 
na (+)-koncih filamentov CapZ. Na aktinske filamente se vežejo tudi motorni proteini, kot je 
miozin, ki ustvarjajo silo za kontrakcijo kontraktilnih aktinskih struktur. Skupina  
aktin-vezavnih proteinov, ki ji bo v nadaljevanju posvečene več pozornosti, so prečni 
povezovalci aktinskih filametov, med katere spada α-aktinin5.  
Prečnim povezovalcem aktinskih filamentov je skupno to, da vsebujejo dve aktin-vezavni 
domeni (ABD – actin bindin domain), s katerima se vežejo na aktin znotraj aktinskih 
filamentov. Razlike med povezovalci omogočajo nastanek različnih podstruktur, ki se 
pojavljajo v aktinskem citoskeletu. Prečni povezovalci se med seboj razlikujejo v a) afiniteti 
domen ABD do aktina, b) razdalji med domenama ABD, c) fleksibilnosti domen ABD in  
d) strukturi, številu in organizaciji domen, ki razmejujejo domeni ABD4. Domeni ABD se pri 
fimbrinu nahajata znotraj ene polipeptidne verige, blizu druga drugi, zato je fimbrin rigiden in 
povezuje aktinske filamente na krajši razdalji. Nasprotno se domeni ABD pri povezovalcih, 
kot sta α-aktinin in filamin, nahajata v ločenih polipeptidnih verigah in sta razmejeni s  
strukturnimi domenami6. Posledično sta domeni ABD bolj fleksibilni in povezujeta aktinske 
filamente na daljši razdalji4. 
Prečni povezovalci povezujejo aktinske filamente v 4 različne podstrukture – paralelne ter 
antiparalelne aktinske svežnje, urejeno razvejano aktinsko omrežje in neurejeno kortikalno 
aktinsko omrežje (slika 1)1. 
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Slika 1: Podstrukture aktinskega citoskeleta in njihova vloga. (a) Razvejano aktinsko omrežje, ki na vodilnem delu 
migrirajoče celice ustvarja silo, potrebno za nastanek protruzije (povezovalec Arp2/3). (b) Paralelni sveženj, ki na vodilnem 
delu migrirajoče celice ustvarja usmerjeno silo za nastanek izrastkov, imenovanih filopodij  (prečni povezovalev fascin).  
(c) Neurejeno kortikalno omrežje, ki ustvarja silo v vseh smereh in tvori celični korteks (povezovalec filamin).  
(d)  Antiparalelni svežnji z vpetimi filamenti miozina tvorijo kontraktilna stresna vlakna, ki ustvarjajo silo na mesta fokalnih 
stikov. Slika je vzeta iz ref.1. 
Aktinski svežnji so strukture vzporedno povezanih aktinskih filamentov. Glede na polarnost 
razlikujemo med paralelnimi svežnji, pri katerih so filamenti usmerjeni enako, in 
antiparalelnimi svežnji, pri katerih se njihova usmerjenost izmenjuje. Aktinske filamente v 
paralelnih svežnjih praviloma povezujejo manjši povezovalci, kot sta fascin in fimbrin. 
Posledično so razdalje med filamenti kratke. Paralelni svežnji v migrirajoči celici ustvarjajo 
usmerjeno silo v smeri gibanja in tvorijo izrastek, imenovan filopodij. Antiparalelne svežnje 
povezujejo večji prečni povezovalci, predvsem α-aktinin, zato je med filamenti v svežnju 
dovolj prostora za vpenjanje miozinskih filamentov, ki dajejo antiparalelnim svežnjem 
kontraktilne lastnosti. Antiparalelni svežnji so osnova kontraktilnih stresnih vlaken v 
nemišičnih celicah1,2. 
Razvejana aktinska omrežja nastanejo z dodajanjem novih filamentov na že obstoječe in tvorijo 
lamelipodij migrirajoče celice. Elongacija novonastalih filamentov ustvarja usmerjeno silo za 
nastanek protruzije. Za razliko od razvejanega aktinskega omrežja so aktinski filamenti pri 
neurejenem kortikalnem omrežju med seboj povezani v naključnih orientacijah preko 
povezovalcev z večjo fleksibilnostjo domen ABD (predvsem filamin, lahko tudi α-aktinin), ki 
omogočajo povezovanje filamentov pod različnimi koti. Neurejeno kortikalno omrežje tvori 
celični korteks, ki vzdržuje obliko celice1. 
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1.1.2.1 Stresna vlakna in celična migracija 
 
Stresna vlakna so kontraktilni svežnji 10 – 30 aktinskih filamentov, povezanih s prečnim 
povezovalcem α-aktininom. Kontrakcija stresnih vlaken je posredovana preko filamentov 
nemišičnega miozina II, ki se vpenjajo med aktinske filamente. Prisotna so v številnih tipih 
nemišičnih celic, kjer opravljajo ključno vlogo pri procesih celičnega gibanja, adhezije in pri 
vzdrževanju celične oblike7.  
V sesalčjih celicah ločimo tri tipe stresnih vlaken – dorzalna, transverzalna in ventralna stresna 
vlakna. Ventralna stresna vlakna so kontraktilna vlakna, ki se z obema koncema pripenjajo na 
fokalne stike. Vpetost obeh koncev in usmerjenost paralelno na smer gibanja omogočajo, da se 
z njihovo kontrakcijo translocira zadnji del migrirajoče celice. Transverzalna stresna vlakna so 
prav tako kontraktilna, a niso neposredno povezana s fokalnimi stiki. Nastajajo na območju 
lamelopodija migrirajoče celice in so usmerjena pravokotno na smer gibanja. Sila, ki jo 
ustvarjajo, je na podlago posredovana preko dorzalnih stresnih vlaken, s katerimi se 
transverzalna vlakna povezujejo. Dorzalna stresna vlakna so nekontraktilne strukture, a je 
njihova prisotnost pogoj za uspešno migriranje celice8. Nastajajo na območju nascentnih stikov 
migrirajoče celice, pri čemer so z enim koncem vpeta na stik in se iz njega podaljšujejo v 
prisotnosti α-aktinina. Na transverzalnem delu celice se združujejo s transverzalnimi stresnimi 
vlakni. Čeprav nimajo kontraktilnih struktur jih med stresna vlakna uvrščamo iz dveh razlogov. 
So prekurzorji za nastanek ventralnih stresnih vlaken v migrirajoči celici ter posredniki sile, ki 
jo ustvarjajo transverzalna stresna vlakna (slika 2)7.  
 
Slika 2: Poenostavljen prikaz aktinskega citoskeleta migrirajoče celice. Na vodilnem delu celice razvejano aktinsko 
omrežje ustvarja lamelopodij in paralelni aktinski svežnji filopodij. Na območju lamelopodija nastajajo nascentni stiki, preko 
katerih se nastajajoča protruzija pritrdi na podlago. Na notranji meji lamelopodija se iz nascentnih stikov ob prisotnosti 
prečnega povezovalca α-akitnina (zelena črta) elongirajo paralelna dorzalna stresna vlakna, ki na transverzalnem delu celice 
dosežejo kontraktilna transverzalna stresna vlakna, v katere se vpenjajo filamenti miozina (modra črta). Na zadnjem delu celice 
se nahajajo kontraktilna ventralna stresna vlakna, ki so z obema koncema pripeta na fokalni stik.  
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Stresna vlakna in z njimi povezan α-aktinin-1 so pogoj za uspešno celično migracijo, saj 
pripomorejo k zorjenju nascentnih stikov in s tem nastanku fokalnih stikov9. Fokalni stiki so 
makromolekulski kompleksi strukturnih (talin, vinkulin, paksilin, α-aktinin) in signalnih 
molekul (kinaze FAK, Src, ERK), ki se združujejo na klastrih integrinov na znotrajceličnem 
delu membrane. Integrini celico pritrjujejo na ekstracelularni matriks10. Nascentni stiki 
nastajajo na območju lamelopodija migrirajoče celice in nato razpadejo ali dozorijo v fokalni 
stik.  Za dozorevanje nascentnih stikov je potrebna sila, ki jo ustvarjajo kontraktilna stresna 
vlakna. Zaradi tega je elongacija dorzalnih stresnih vlaken iz nascentnih stikov in njihovo 
povezovanje s kontraktilnimi stresnimi vlakni pogoj za nastanek fokalnih stikov in s tem 
uspešno migracijo8,9. Na nastale fokalne stike so pritrjena ventralna stresna vlakna, ki na 
zadnjem delu celice ustvarijo zadostno silo, da se odprejo mehanosenzorični kalcijevi kanalčki. 
Povišan lokalni nivo Ca2+ je eden od mehanizmov, ki povzročijo razpad fokalnih stikov in 
posledično translokacijo celice, saj je Ca2+ regulator nekaterih proteinov fokalnega stika. 
Njegova povišana koncentracija aktivira proteazo kalpain, ki cepi integrine, talin, vinkulin in 
α-aktinin 10. Poleg tega deluje na α-aktinin tudi neposredno. Ob koncentraciji Ca2+, večji od 
običajne znotrajcelične koncentracije, ki znaša 10-7 M, α-aktinin ni zmožen povezovati 
aktinskih filamentov11. 
 
1.2.3 Spektrinska družina proteinov 
 
α-aktinin sodi v spektrinsko družino aktin-vezavnih proteinov, ki so najpomembnejši 
povezovalci aktinskega citoskleta. V spektrinsko družino uvrščamo α-aktinin, spektrin, 
distrofin in utrofin. Poleg tega, da vsi vsebujejo vsaj eno aktin-vezavno domeno, sestavljeno iz 
dveh kalponinu podobnih domen12, je skupna lastnost omenjenih proteinov ta, da so njihova 
ogrodja zgrajena iz spektrinskih ponovitev13. 
Spektrinsko ponovitev  (SR - spectrin repeat) tvorijo tri α-vijačnice, ki se antiparalelno ovijejo 
v levosučno vijačnico in se med seboj povezujejo v poljubnem številu ponovitev. Pri proteinih 
spektrinske naddružine tvorijo ogrodja zgrajena iz štirih (α-aktinin) do preko dvajsetih (utrofin) 
ponovitev13. Same spektrinske ponovitve se znotraj proteinov in med vrstami strukturno ne 
razlikujejo dosti, ključne razlike pa se pojavljajo v povezovalnih regijah med ponovitvami, ki 
se med seboj razlikujejo v dolžini in konformaciji. Posledica tega so različne mehanske 
lastnosti proteinov. Medtem ko je ogrodje α-aktinina rigidno, so ostali proteini družine bolj 
fleksibilni14. 
Spektrinske ponovitve imajo v omenjenih proteinih več funkcij. Prvič, so strukturni elementi, 
ki določajo razdaljo med funkcionalnimi domenami in mehanske lastnosti aktin-vezavnih 
proteinov. Drugič, lahko dimerizirajo (α-aktinin, spektrin)6 s spektrinskimi ponovitvami 
nasprotne monomere in s tem še dodatno prostorsko urejajo funkcionalne domene. Tretjič, 
tvorijo interakcijsko površino za vezavo transmembranskih receptorjev, strukturnih proteinov 
citoskeleta in signalnih molekul (podrobneje v poglavju 1.3.4.1)13.   
Medtem ko distrofin in utrofin služita za povezovanje aktinskega citoskeleta z membrano in 
membranskimi kompleksi, spektrin in predvsem α-aktinin opravljata tudi vlogo prečnih 
povezovalcev aktinskih filamentov. Filogenetska analiza je pokazala, da so se proteini 
spektrinske naddružine razvili iz α-aktininu podobnega prednika6. 
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1.3 α-aktinin 
 
1.3.1 Evolucijski razvoj α-aktinina 
 
α-aktinin ali α-aktininu podobni proteini so bili, razen pri rastlinskih vrstah, identificirani pri 
večini evkariontskih organizmov. Medtem ko aktin-vezavna domena α-aktininov pri različnih 
vrstah kaže izjemno ohranjenost, kar je posledica evolucijskega pritiska zaradi velike 
ohranjenosti njihovega vezavnega partnerja aktina, se največje razlike med vrstami pojavljajo 
v številu in dolžini spektrinskih ponovitev pripadajočih α-aktininov. Pri praživali E. histolytica 
je bila identificirana ena spektrinska ponovitev, pri več vrstah gliv dve, α-aktinini vseh 
živalskih vrst pa vsebujejo 4 spektrinske ponovitve. Tekom evolucijskega razvoja α-aktinina 
je torej prišlo do dveh zaporednih intragenskih podvojitev spektrinskega motiva. Druga 
pomembna posledica evolucijskega razvoja je pojavnost večih izooblik α-aktinina pri 
vretenčarjih v primerjavi z nevretenčarji, ki izražajo le eno obliko. Genomi večine 
vretenčarskih vrst vsebujejo štiri gene, ki zapisujejo za štiri izooblike α-aktinina15. 
Pri človeku štirje geni (ACTN1-4) zapisujejo za izooblike α-aktinina od 1 do 4. Te se razlikujejo 
v načinu regulacije in tkivni specifičnosti. Alternativno izrezovanje eksonov 19a in 19b znotraj 
zapisa za kalmodulinu podobno domeno α-aktininov je razlog za nastanek kalcij občutljivih 
(ekson 19a) in za kalcij neobčutljivih (ekson 19b) izooblik α-aktinina. Pri izooblikah 2 in 3  
α-aktinina, ki sta se razvili z razvojem mišičnega tkiva pri vretenčarjih, alternativno izrezovanje 
eksonov ni ohranjeno in sta izoobliki posledično za kalcij neobčutljivi. Izražata se predvsem v 
prečnoprogastih in srčni mišici. Pri izooblikah 1 in 4 je alternativno izrezovanje eksonov 19a 
in 19b ohranjeno, kar rezultira v za kalcij občutljivih in za kalcij neobčutljivih variantah  
α-aktininov 1 in 4. Medtem ko se za kalcij neobčutljivi varianti izražata zgolj v specifičnih 
tkivih, se za kalcij občutljivi varianti izražata v bolj kot ne vseh tkivih in tipih celic6.  
1.3.2 Vloge α-aktininov 
 
Mišični izoobliki 2 in 3 α-aktinina sta lokalizirani na območju Z-diskov sarkomer srčnih in 
prečnoprogastih mišičnih celic, kjer prečno povezujeta aktinske in titinske filamente sosednjih 
sarkomer 16. Poleg tega služita kot ogrodje za vezavo drugih komponent kontraktilnega aparata 
(titin, nebulin, CapZ), adaptorskih proteinov (ZASP, ALP, hCLIM1), ki na območje sarkomer 
priključujejo signalne molekule, ter glikolitičnih encimov (fruktoza-1,6-bifosfataza)17. 
Nemišični, za kalcij občutljivi izoobliki 1 in 4 α-aktinina sta lokalizirani na območjih stresnih 
vlaken in adhezijskih mest, kjer opravljata širok spekter vlog. Prvič, prečno povezujeta aktinske 
filamente v dorzalnih, transverzalnih in ventralnih stresnih vlaknih7. Drugič, služita kot 
adaptorski molekuli za pripenjanje aktinskega citoskleta na adhezijska mesta (fokalni stiki, 
adherentni stiki in priležni stiki), s čimer jih stabilizirata. Tretjič, nudita ogrodje za vezavo 
številnih interakcijskih partnerjev. Na mestih adhezij z α-aktininom interagirajo 
transmembranski receptorji (integrini, ICAM 1 in 2, L-selektin), citoplazemski strukturni 
proteini (vinkulin, α-katenin) ter drugi proteini (zyxin, CRP, kinazi FAK in MEKK1). Na 
primeru L-selektina je bilo dokazano, da α-aktinin z vezavo lahko vpliva na aktivnost 
receptorja. Na območjih stresnih vlaken α-aktinin interagira s proteini zyxinom, CRP, CLP36 
in ALP, ki imajo značilne domene LIM, s katerimi interagirajo s signalnimi molekulami6,18. 
Številni interakcijski partnerji α-aktinina na območju stresnih vlaken in fokalnih stikov 
sodelujejo pri celični signalizaciji in regulaciji transkripcije. Zyxin je na primer 
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mehanosenzoričen protein, ki se glede na signale premika med fokalnimi stiki, stresnimi vlakni 
in jedrom. Sprememba dolžine α-aktinina kot odziv na silo, ki deluje na aktinske strukture, bi 
lahko povzročila disociacijo mehanosenzoričnih interakcijskih partnerjev in privedla do 
ustreznega odziva19.  Poleg omenjenih proteinov se na α-aktinin veže paladin, ki je pomemben 
za vzdrževanje struktur aktinskega citoskeleta18. 
 
1.3.4 Struktura α-aktinina 
 
α-aktinin je aktin-vezavni protein z molekulsko maso 200 kDa, ki v funkcionalnem stanju 
zavzema strukturo antiparalelnega homodimera. Vsaka od monomer α-aktinina je sestavljena 
iz N-končne aktin-vezavne domene (ABD), ki je preko fleksibilne regije (vrat), povezana z 
osrednjo paličasto domeno. Paličasto domeno pri vretenčarjih tvorijo štiri spektrinske 
ponovitve (SR1-4), preko katerih poteka antiparalelna dimerizacija. C-končno domeno 
monomere predstavlja kalmodulinu podobna domena (CaMD), zgrajena iz dveh parov motivov 
EF-rok (EF1-2 in EF3-4). Posledica antiparalelne dimerizacije podenot je specifična 
arhitektura z domeno ABD na vsakem od koncev proteina, kar α-aktininu omogoča opravljanje 
njegove primarne funkcije, ki je povezovanje aktinskih filamentov. Neposredna bližina domen 
ABD in CaMD na vsakem koncu proteina omogoča regulacijo povezovalne funkcije  
α-aktininov (slika 3)17. 
 
Slika 3: Shematski prikaz strukture α-aktinina. V funkcionalnem stanju je α-aktinin antiparalelni homodimer. Vsaka od 
monomer je zgrajena iz N-končne domene ABD (rdeča), povezovalnega peptida VRAT (rumena), štirih spektrinskih ponovitev 
SR1 – SR4 (zelena) in C-končne domene CaMD, ki jo tvorita dva para EF-rok, EF1-2 (vijolična) in EF3-4 (modra). 
 
1.3.4.1 Paličasta domena 
 
Osrednja paličasta domena α-aktinina tvori antiparalelni homodimer, z dolžino 240 Å in 
premerom 32-49 Å. Vsaka od monomer je pri vretenčarjih zgrajena iz štirih različnih 
spektrinskih ponovitev. Te se preko rigidnih povezovalnih regij, ki zavzemajo helikalno 
strukturo, povežejo v linearno organizacijo (slika 4A). Linearna organizacija in ustrezna 
površina spektrinskih ponovitev omogočajo, da spektrinske ponovitve nasprotnih monomer 
med seboj dimerizirajo – interakcijska površina se tvori med ponovitvama 1 in 4 ter med 
ponovitvama 2 in 3 (slika 4B)14. 
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Slika 4: (A) Linearna organizacija spektrinskih ponovitev SR1-SR4 α-atkinina-2, povezanih preko rigidnih povezovalnih regij. 
SR1 – modra, SR2 – zelena, SR3 – rumena, SR4 – rdeča, povezovalna regija – roza. (B). Spektrinske ponovitve posameznih 
monomer antiparalelno dimerizirajo v funkcionalno paličasto domeno. Slika je bila narejena v programu UCSF Chimera20 
(PDB vnos: 1HCL).  
Afiniteta dimerizacije med monomerama je izredno visoka (Kd = 10 pM), kar je posledica 
velike interakcijske površine, ki se razteza vzdolž celotne dolžine dimera. K temu prispeva 
ovijanje monomer druga okoli druge na način, da je en konec dimera rotiran za 90° glede na 
drugi konec. Na ta način monomeri zapolnita 11 % topilu dostopne površine. Poleg velike 
interakcijske površine so pomembne tudi specifične interakcije med ponovitvami. Vzdolž 
vsake od monomer se ustvari elektrostatski gradient – od najbolj elektropozitivne SR1, do 
najbolj elektronegativne SR4 – in tako se med nasprotnimi spektrinskimi ponovitvami tvorijo 
številne ionske interakcije (slika 5A). Zaradi rigidnosti strukture relativna rotacija ene 
monomere glede na drugo znotraj dimera ni mogoča in je ovijanje monomer intrinzična lastnost 
paličastnih domen α-aktininov. Prav tako je med izomernimi oblikami in vrstami zelo 
ohranjena površina konkavnega dela, ki se oblikuje znotraj dimera. Ta del površine je pretežno 
elektronegativen in predstavlja interakcijsko površino za številne vezavne partnerje α-aktinina 
z značilnimi bazičnimi regijami (slika 5B). Zaradi simetričnosti dimera preko krajše od osi se 
v konkavnem delu nahajata dve mesti za vezavo interakcijskih partnerjev14. 
Osrednja paličasta domena tako opravlja več vlog. Z dimerizacijo prostorsko ureja 
funkcionalne domene tako, da α-aktinin lahko deluje kot prečni povezovalec in mu daje 
rigidnost, ki je potrebna za povezovanje aktinskih filamentov, bodisi v sarkomerah mišičnih 
celic, ali v stresnih vlaknih nemišičnih celic. Poleg strukturne vloge, paličasta domena 
predstavlja ogrodje za vezavo številnih interakcijskih partnerjev α-aktinina – 
transmembranskih receptorjev ter strukturnih in signalnih proteinov, ki sodelujejo pri urejanju 
citoskeleta in celični adheziji14,18.  
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Slika 5: Struktura paličaste domene α-aktinina s prikazano površino. (A) Prikaz interakcijske površine enega monomera 
paličaste domene razkriva elektrostatski gradient vzdolž interakcijske površine, od najbolj elektropozitivne pri SR1, do najbolj 
elektronegativne pri SR4.  (B) Prikaz konkavnega dela topilu dostopne površine. Rdeča barva predstavlja elektronegativni 
naboj in modra barva elektropozitivni naboj. Sliki sta bili pripravljeni v programu UCSF Chimera20 (PDB vnos: 1HCL) 
1.3.4.2 Aktin-vezavna domena 
 
Vsaka od N-končnih domen ABD α-aktinina je zgrajena iz dveh kalponinu podobnih domen 
CH1 in CH2, povezanih z neurejeno zanko. Zaradi zelo velike evolucijske ohranjenosti aktina, 
je domena ABD med proteini prav tako zelo ohranjena. Strukturne študije domen ABD 
različnih proteinov so pokazale, da v nevezanem stanju zavzema zaprto konformacijo, kar velja 
tudi za domeni ABD α-aktininov12,16. Zaprta konformacija je stabilizirana z veliko kontaktno 
površine (700 – 800 Å) med domenama CH1 in CH212. 
Vsaka od domen CH1 in CH2 α-aktinina je zgrajena iz šestih vijačnic – glavnih vijačnic A, C, 
E in G, ki tvorijo osrednji del, in krajših vijačnic B in F17. Domena ABD α-aktininov ima tri 
aktin-vezavna mesta (ABS – actin binding site) (slika 6A). Na površini zaprte konformacije se 
nahajata dve ohranjeni regiji, ki predstavljata vezavni mesti ABS2 (CH1, vijačnica G) in ABS3 
(zanka med domenama CH in del vijačnice A pri CH2) (slika 6B). Analiza površin ločenih 
domen CH1 in CH2 je pokazala, da se znotraj kompaktne zaprte konformacije nahaja še ena 
ohranjena regija, ki predstavlja vezavno mesto ABS1 (CH1, vijačnica A) (slika 6C). Največja 
afiniteta vezave na F-aktin je dosežena s prisotnostjo obeh domen CH. Medtem ko CH1 sama 
lahko veže F-aktin, a z manjšo afiniteto, se CH2 sama ne more vezati na filament. Na podlagi 
preučevanja vmesne površine med domena CH12 in sprememb v dimenzijah domene ABD v 
vezanem in nevezanem stanju (domena ABD α-aktinina 3)21, je bil predlagan dvo-stopenjski 
model vezave domene ABD na F-aktin. V prvi stopnji se ta veže v zaprti konformaciji preko 
izpostavljenih ABS3 in predvsem ABS2. Nato pride do z aktinom inducirane reorganizacije 
znotraj domene, pri čemer se izpostavi še ABS112.  
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Slika 6: Struktura aktin-vezavne domene (ABD) α-aktinina-1 s prikazanimi aktin-vezavnimi mesti ABS1, ABS2 in 
ABS3. (A) Prikaz aktin-vezavnih mest na glavni verigi domene ABD. (B, C) Prikaz aktin-vezavnih mest na topilu dostopni 
površini, ki jo tvori domena ABD. Struktura na sliki (C) je za 180° rotirana glede na strukturo na sliki (B). Iz nje je razvidno, 
da mesto ABS1 v zaprti konformaciji domene ABD ni v celoti izpostavljeno na površini domene. Mesto ABS1 je označeno z 
rumeno, mesto ABS2 z modro in mesto ABS3 z zeleno barvo. Slika je bila narejena v programu UCSF Chimera20 (PDB vnos: 
2EYI). 
V stanju, ko α-aktinin ni zmožen povezovati aktinskih filamentov, sta domeni ABD orientirani 
po kotom 90° druga na drugo, kar je posledica rotacije osrednje paličaste domene14,16. Takšna 
orientacija onemogoča povezovanje aktinskih filamentov tako v paralelne svežnje (dorzalna 
stresna vlakna) kot v antiparalelne svežnje (kontraktilna stresna vlakna in gosta telesca). 
Dokazano je bilo, da domeni ABD α-aktinina pri prečnem povezovanju aktinskih filamentov 
zavzemata najrazličnejše konformacije. Preferenčno se α-aktinin pri povezovanju nahaja pod 
koti 0°, 60°, 90°, 120° in 180° glede na aktinske filamente, pri čemer kota 0° in 180° pomenita 
vezavo obeh domen ABD na isti filament. Poleg tega se lahko dolžine α-aktinina pri 
povezovanju razlikujejo za več kot 5,5 nm (povprečna dolžina med središčema domen ABD je 
34 nm)19.  
Fleksibilnost domene ABD v stanju, zmožnem povezovanja filamentov, gre pripisati fleksibilni 
regiji, imenovani VRAT, ki domeno ABD povezuje s spektrinsko ponovitvijo SR1 osrednje 
paličaste domene16,19.  O fleksibilnosti povezovalnega peptida priča tudi njegova dovzetnost za 
proteolitično razgradnjo22. 
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1.3.4.4 Kalmodulinu podobna domena 
 
C-končna kalmodulinu podobna domena (CaMD) α-aktinina je zgrajena iz dveh parov EF-rok 
(EF1-2 in EF3-4). Tvorita strukturno različni globularni N- in C-končni poddomeni, ki sta med 
sabo povezani s kratko zanko (slika 7)17. Motiv EF-roke je značilen motiv s sekundarno 
strukturo vijačnica-zanka-vijačnica, ki lahko koordinira kalcijev ion23. Vezava kalcija v motiv 
običajno povzroči konformacijske spremembe znotraj proteina, ki vplivajo na njegovo 
aktivnost. To velja za nemišični izoobliki α-aktinina, ki ob prisotnosti kalcija v koncentracijah 
večjih od 10-7 M izgubita funkcijo povezovanja aktinskih filamentov in v manjši meri  
aktin-vezavno funkcijo. Pri α-aktininu-1 je bilo ugotovljeno, da so ustrezni aminokislinski 
ostanki za vezavo Ca2+ ohranjeni le znotraj motiva EF1 in da torej α-aktinin-1 lahko veže po 
en Ca2+ znotraj vsake domene CaMD24. Številni motivi EF-rok so tekom evolucije izgubili 
občutljivost za vezavo Ca2+. To velja za motive EF-rok pri mišičnih izooblikah α-aktinina, kjer 
povišana koncentracija kalcija ne sme privesti do izgube funkcije α-aktinina za povezovanje 
aktinskih filamentov sosednjih sarkomer6.  
 
Slika 7: Struktura domene CaMD α-aktinina-1 v stanju z vezanim kalcijevim ionom. N-končni par EF-rok (EF1-2) je 
označen z roza, C-končni par EF-rok (EF3-4) z vijolično in povezovalna zanka z zeleno barvo. Kalcijev ion, koordiniran 
znotraj motiva EF1, je označen z rumeno barvo. Slika je bila narejena v programu UCSF Chimera20 (PDB vnos: 2N8Y). 
Ne glede na prisotnost ali odsotnost občutljivosti za kalcij ima domena CaMD regulatorno 
vlogo pri vseh izooblikah α-aktinina, kar ji omogoča neposredna bližina z domeno ABD 
nasprotne monomere. Preučevanje izooblik 2 in 4 je pokazalo, da v stanju, ko α-aktinin ni 
sposoben povezovati aktinskih filamentov, poddomena EF3-4 domene CaMD interagira s 
peptidom VRAT nasprotne monomere. Poddomena EF3-4 se s hidrofobno režo veže na motiv 
1-4-5-8 znotraj peptida, ki je znan motiv za vezavo kalmodulinske domene16,25.  Interakcija 
stabilizira domeno ABD , tako da ta ne more zavzemati različnih konformacij, ki so potrebne 
za povezovanje aktinskih filamentov19. Razpad kompleksa med paroma EF3-4 in peptidom  
α-aktininu omogoči povezovanje aktinskih filamentov25. 
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1.3.3 Regulacija α-aktinina 
 
Potreba po veliki dinamičnosti in stalni reorganizaciji aktinskega citoskeleta v procesih celične 
migracije in celične adhezije zahteva natančno lokalno in časovno specifično regulacijo aktin-
vezavne funkcije ne-mišičnih izooblik α-aktinina. Poznamo štiri načine regulacije aktin-
vezavne funkcije ne-mišičnih izooblik: a) proteolitična razgradnja s kalpainom, b) fosforilacija 
tirozinskih ostankov, c) vezava fosfatidilinozitolov PiP2 in PiP3 ter d) vezava kalcijevih ionov. 
Prek vseh od omenjenih načinov je regulirana prekinitev povezovanja stresnih vlaken s 
fokalnimi stiki in njihov razpad6,18. V sklopu tega diplomskega dela je pomembna regulacija s 
kalcijevimi ioni in bo podrobneje opisana v naslednjem podpoglavju. Za razliko od ne-
mišičnih, sta mišični izoobliki regulirani zgolj z vezavo PiP216. Vezava PiP2 na domeno CH2 
domene ABD izooblik 2 in 3 povzroči razpad kompleksa med domeno CaMD in peptidom 
VRAT. Posledično lahko prosta domena CaMD interagira s svojim glavnim interakcijskih 
partnerjem titinom (in drugimi), ki α-aktinin vključi na območje Z-diska, domeni ABD pa se 
lahko vežeta na aktinske filamente sosednjih sarkomer16,26. 
1.3.3.1 Regulacija s Ca2+-ioni 
 
Že dolgo je znano, da je aktin-vezavna funkcija ne-mišičnih izooblik α-aktinina regulirana s 
kalcijem. Znotrajcelična koncentracija Ca2+-ionov večja od 10-7 M inhibira aktin-vezavno 
funkcijo  kalcij občutljivih izooblik α-aktinina in posledično onemogoči povezovanje aktinskih 
filamentov11. Vezava Ca2+--iona v motiv EF-roke pogosto povzroči strukturne spremembe 
znotraj motiva, ki se odražajo v konformacijski spremembi celotne domene. V holo obliki  
(tj. z vezanim Ca2+-ionom) se zanka EF-roke stabilizira, poleg tega pa pride do spremembe 
orientacije α-vijačnic znotraj motiva. V apo obliki (tj. brez vezanega Ca2+-iona) zavzemata  
α-vijačnici skoraj paralelno orientacijo, medtem ko sta v holo obliki pravokotni druga na drugo. 
Posledično pogosto celotna domena preide  iz zaprte (apo oblika) v odprto konformacijo (holo 
oblika). Pri tem se izpostavi regija s hidrofobnimi aminokislinskimi ostanki, kar omogoči 
interakcijo domene z vezavnimi partnerji27. 
V nedavni raziskavi je bilo dokazano, da ima domena CaMD α-aktinina-1 eno vezavno mesto 
za Ca2+ -ion in sicer znotraj motiva EF1. Poleg tega je bila narejena analiza NMR, ki je dala 
vpogled v strukturne spremembe med apo in holo oblikama domene. Vezava Ca2+ v motiv EF1 
povzroči lokalne spremembe znotraj motivov EF-rok, ki se odražajo v stabilizaciji zanke, ki 
povezuje poddomeni EF1-2 in EF3-4 in posledični stabilizaciji celotne domene. Lokalne 
spremembe torej povzročijo konformacijske spremembe celotne domene, pri čemer ta v apo 
stanju zavzema zaprto konformacijo in v holo stanju bolj odprto konformacijo. Zaradi bolj 
odprte konformacije poddomene EF3-4 v holo stanju in posledične izpostavitve interakcijskih 
hidrofobnih ostankov, je ta bolj dovzetna za vezavo interakcijskih partnerjev (kot je peptid 
nasprotne monomere)24.  
Pridobitev kristalne strukture α-aktinina-2 je dala vpogled v mehanizem regulacije 
povezovanja aktinskih filamentov, pri katerem se poddomena EF3-4 veže na peptid VRAT 
nasprotne monomere. Pri tem se domena ABD stabilizira in posledično ni zmožna zavzemati 
konformacij, potrebnih za povezovanje aktinskih filamentov16. Zaradi velike podobnosti 
aminokislinskih zaporedij izooblik 1 in 2, je predvideno, da je mehanizem regulacije v primeru 
α-aktinina-1 zelo podoben, le da poteka prek različnih regulatorjev. Za potrditev modela so 
potrebne nadaljnje strukturne študije celotnega α-aktinina-124.  
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1.4 NMR spektroskopija velikih proteinov 
 
Jedrska magnetna resonanca (NMR – nuclear magnetic resonance) je spektroskopska metoda, 
ki temelji na magnetnih lastnostih atomskih jeder. Omogoča strukturne študije molekul in tudi 
makromolekul kot so proteini ter preučevanje njihove dinamike, saj analiza vzorcev poteka v 
raztopini pri pogojih, podobnih fiziološkim. Osnovna metoda je uspešna za preučevanje 
majhnih proteinov velikosti do 25 kDa, pri preučevanju večjih proteinov pa ima določene 
omejitve. Veliki proteini imajo dolge relaksacijske čase in s tem nizko intrinzično občutljivost, 
zaradi česar je razmerje med signalom in šumom na spektrih majhno in torej resolucija spektrov 
slaba. Poleg tega se zaradi velikega števila signalov ti na spektrih prekrivajo. Posledično so 
spektri velikih proteinov preveč kompleksni za interpretacijo. Z razvojem spektroskopske 
tehnike TROSY (transverse-relaxation optimized NMR spectroscopy) in spektrometrov z vse 
večjimi magnetnimi polji, so se resolucije spektrov izboljšale in preučevanje proteinov, večjih 
od 25 kDa je postalo realnost28. Kljub temu je z večanjem molekulske mase proteinov 
prekrivanje signalov na spektrih neizogibno. Cilj pri preučevanju velikih proteinov s tehnikami 
NMR je torej zmanjšati kompleksnost spektrov in sicer s pripravo proteinov z zmanjšanim 
številom signalov. Ena od metod za pripravo takšnih proteinskih vzorcev, ki se izkazuje za 
uspešno, je segmentno izotopsko označevanje proteinov29. 
1.4.1 Segmentno izotopsko označevanje proteinov 
 
Ideja segmentnega označevanja proteinov za analizo z NMR je pripraviti protein, ki ima 
izotopsko označeno le eno regijo ali domeno znotraj celotnega proteina. Z vključitvijo izotopov 
(na primer 13C in 15N) v zgolj eno regijo proteina, je zaradi zmanjšanega števila signalov 
mogoče označeno regijo analizirati s tri-resonančnim NMR eksperimentom in posledično 
pripisati dobljene signale pripadajočim aminokislinam. Za segmentno označevanje je potrebno 
zapis za analizirani protein ločiti na dva fragmenta in ju ločeno izraziti. Fragment, ki ga želimo 
označiti, izražamo v mediju z izotopi, drugi fragment pa v mediju brez izotopov29. Sintezi sledi 
ligacija fragmentov z eno od možnih metod tvorbe peptidne vezi. Prav korak ligacije 
fragmentov predstavlja največji izziv pri razvoju metod za segmentno označevanje proteinov. 
Priprava proteinskih fragmentov za nativno kemijsko ligacijo (NCL – native chemical ligation) 
je tehnično izjemno zahtevna in je omejena na zgolj nekatere proteine, poleg tega pa so 
izkoristki ligacije običajno prenizki za analizo z NMR, za katero so potrebne velike količine 
proteina v vzorcu30. Razvoj bolj uporabne metode segmentnega izotopskega označevanje je 
omogočilo odkritje naravno razcepljenih inteinov, ki katalizirajo reakcijo trans-spajanja 
proteinov (PTS – protein trans-splicing). Segmentno označevanje proteinov z metodo PTS 
(slika 8A) je danes najbolj učinkovita metoda za pripravo segmentno označenih proteinov tako 
in vitro kot in vivo29. 
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Slika 8: (A) Segmentno izotopsko označevanje proteinov z metodo PTS preko razcepljenega inteina. Zaporedje DNA 
vsakega od fragmentov ˙(N- in C-ekstein), ki ju želimo ligirati je združeno z zaporedjem DNA enega od fragmentov 
razcepljenega inteina (N- in C- intein),. Izražanje konstruktov poteka ločeno v različnih medijih. Konstrukt, namenjen 
označevanju, v mediju z izotopi (npr. 13C in 15N), drugi konstrukt v običajnem mediju. Ob združitvi sintetiziranih konstruktov, 
intein katalizira lastno izrezovanje iz intermediata in hkrati spoji N- in C-eksteina v segmentno označen končni produkt. IntN 
– N-intein; IntC – C-intein; ExtN – N-ekstein;  ExtC -  C-ekstein. (B) Mehanizem reakcije trans-spajanja (vzeto iz ref 30). 
1.4.2 Razcepljeni inteini in trans-spajanje proteinov 
 
Inteini so genetski elementi, ki se v naravi pojavljajo znotraj kodirajočih regij zapisov za 
nekatere proteine. Sintetizirajo se kot del gostiteljskega proteina, nato pa katalizirajo lastno 
izrezovanje iz prekurzorskega proteina in hkrati ligirajo preostala N- in C- končna fragmenta 
proteina, imenovana N- in C-ekstein. Med N- in C-eksteinom nastane peptidna vez. Velika 
večina poznanih inteinov se sintetizira kontinuirano, kot del enega prekurzorskega inteina in 
katalizira tako imenovano cis-spajanje eksteinov. Drugi tip inteinov, ki se pojavlja v naravi, pa 
so naravno razcepljeni inteini, katerih fragmenta N- in C-intein (IntN in IntC ) se sintetizirata 
ločeno, kot dela dveh prekurzorskih proteinov30. Po sintezi se IntN in IntC združita preko 
strukturno neurejenih in s tem fleksibilnih koncev31 z visoko konstanto asociacije, ki je reda 
velikosti difuzije makromolekul takšne velikosti (k  = 2,8*10
7 M-1s-1 )32. Po združitvi 
fragmentov zavzame intein strukturo v kateri je katalitično aktiven in katalizira trans-spajanje 
N- in C- eksteina30. Pri katalizi sodeluje 5 ohranjenih katalitičnih aminokislinskih ostankov 
znotraj inteina in cisteinski ostanek na mestu +1 C-eksteina. Mehanizem reakcije trans-spajanja 
proteinov je sledeč (slika 8B): v prvem koraku reakcije se vez med N-eksteinom in N-inteinom 
aktivira z nukleofilnim napadom tiolne skupine ostanka Cys1 znotraj inteina. Nastali linearni 
tioestrski intermediat je v naslednjem koraku podvržen trans-tioesterifikaciji, pri kateri 
aktivirana peptidna vez reagira z ostankom Cys+1 znotraj C-eksteina. Nastane tako imenovani 
razvejani tioestrski intermediat. V zadnjem koraku C-končni Asn inteina ciklizira in produkt s 
tiostrsko vezjo se sprosti. Sledi spontana preureditev vezi pri kateri nastane peptidna vez in s 
tem končni ligiran produkt33.  
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Že pred odkritjem obstoja naravno razcepljenih inteinov so se raziskovalci za pripravo 
segmentno označenega proteina posluževali reakcije trans-spajanja. Z umetno cepitvijo inteina 
PI-Pful, ki se naravno sicer pojavlja v kontinuirani obliki, so uspešno pripravili segmentno 
označeno C-domeno α-podenote RNA-polimeraze . Metoda z uporabo umetno razcepljenega 
inteina pa še zdaleč ni bila optimalna, saj se inteinska fragmetna nista mogla združiti v aktivno 
obliko brez predhodne denaturacije in je bila zato omejena zgolj na proteine, ki so se zmožni 
ponovno zviti30. 
Danes se pri metodah proteinskega inženiringa, ki se poslužujejo reakcije PTS, v največji meri 
uporabljajo inteini družine DnaE. Gre za naravno razcepljene inteine, ki se nahajajo v nekaterih 
vrstah cianobakterij. Po sintezi na podlagi dveh različnih genov se združijo in eksteinska 
fragmetna povežejo v katalitično podenoto Dna polimeraze III34. Prvi okarakteriziran intein 
družine DnaE, intein Ssp, je bil identificiran pri cianobakteriji Synechocystis sp. Tvorita ga 
IntN, zgrajen iz 123 aminokislinskih ostankov in IntC, zgrajen iz 36 aminokislinskih ostankov
35. 
Kljub pomembnosti odkritja prvega naravno razcepljenega inteina ima intein Ssp omejitve, ki 
zmanjšujejo njegovo uporabnost za pripravo segmentno označenih proteinov. Za ta namen 
mora namreč intein reakcijo ligacije katalizirati hitro in z visokim izkoristkom, ter omogočiti 
ligacijo različnih eksogenih zaporedij. Intein Ssp ima precej nizko katalitično konstanto in je 
slabo toleranten za aminokislinske ostanke znotraj C-eksteina, ki se na mestih +1, +2 in +3 
razlikujejo od aminokislinskih ostankov endogenenga C-eksteina (CFN)33. Trans-spajanje 
preko razcepljenih inteinov je postala zares učinkovita ligacijska metoda s karakterizacijo 
inteina Npu družine DnaE (slika 9), identificiranega v cianobakteriji Nostoc punctiforme36. 
  
Slika 9: Struktura inteina Npu. Strukturi sta prikazani iz dveh perspektiv - model na sliki (B) je glede na model na sliki (A) 
rotiran za 180° preko navpične osi. S sivo barvo je označeno ogrodje N-končnega fragmenta, s črno barvo pa ogrodje C-
končnega fragmenta inteina. Na sliki (A) je označeno mesto spojitve fragmetnov na sliki (B) pa so prikazane stranske skupine 
katalitičnih aminokislinskih ostankov. Slika je bila narejena v programu UCSF Chimera 20 (PDB vnos 4KL5).  
Npu je do sedaj najučinkovitejši odkriti naravno razcepljen intein, tako iz vidika hitrosti 
katalize in izkoristka ligacije, kot tudi večje tolerance do različnih aminokislinskih ostankov 
znotraj eksogenih eksteinov. Intein Npu katalizira reakcijo ligacije z razpolovnim časom 50 s 
pri 30 °C, za razliko od inteina Ssp, katerega razpolovni čas katalize pri 30 °C znaša 80 min. 
Pri višjih temperaturah Ssp ni aktiven, medtem ko Npu deluje na širokem temperaturnem 
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območju, od 6 °C do 37 °C in s tem omogoča ligacijo in vivo pri fizioloških pogojih 36. Z 
odkritjem in karakterizacijo inteina Npu se je uporabnost metode PTS povečala. Poleg 
segmentnega označevanja proteinov se uporablja tudi za pripravo reporterskih fuzij, cikličnih 
peptidov ter sintezo biosenzorjev in vivo33, uspešno pa so njegove lastnosti uporabili tudi za 
gensko terapijo37. 
Zaradi nepogrešljivosti metode PTS so raziskovalci želeli razviti razcepljen intein s še večjo 
aktivnostjo in stabilnostjo, kot jo kaže Npu. Glede na 63 % identičnost aminokislinskih 
zaporedij Ssp in Npu in na popolno ohranjenost katalitičnih aminokislinskih ostankov Cys1, 
His72, Lys 118, His125 in Asn137 (številčenje na podlagi zaporedja Npu), so raziskovalci 
sklepali, da je signifikantna razlika učinkovitosti omenjenih inteinov posledica razlik v drugih 
aminokislinskih ostankih znotraj zaporedij. S kinetičnimi študijami različnih mutant obeh 
inteinov je bilo ugotovljeno, da so za veliko učinkovitost inteina Npu zaslužni 4 aminokislinski 
ostanki – Lys70, Met75, Met81, in Ser136. Poimenovali so jih pospeševalni aminokislinski 
ostanki (ang. accelerator residues). Na podlagi teh rezultatov in multiple sekvenčne poravnave 
105 homolognih zaporedij inteinov družine DnaE, je bilo generirano konsenzno zaporedje Cfa 
(consensus fast Dna intein sequence), ki zapisuje za razcepljen intein s signifikantno boljšimi 
lastnostmi, kot jih kaže intein Npu, s katerim imata sicer 82 % ujemanje v aminokislinskem 
zaporedju (slika 10). Razpolovni čas katalize s strani inteina Cfa pri 30 °C je 20 s  
(t1/2 (Npu) = 50 s pri 30 °C), aktiven je pri temperaturah do 80 °C in v prisotnosti denaturanta 
- uree do koncentracije 8 M38.  
 
Slika 10: Inteina Npu in Cfa. (A) Poravnava aminokislinskih zaporedij inteina Npu in Cfa. Zaporedji kažeta 82 % identičnost. 
Razlike v aminokislinskih ostankih znotraj poravnave so obarvane z rožnato barvo. Z modro barvo so označeni katalitični 
aminokislinski ostanki in z rumeno barvo pospeševalni aminokislinski ostanki. (B) Model strukture inteina Npu (PDB vnos 
4KL5), na katerem so s pripadajočimi barvami prikazani aminokislinski ostanki, označeni znotraj poravnave zaporedij. S 
puščico je označeno mesto spojitve fragmetnov IntN in IntC. Slika je povzeta po ref. 38. 
Razcepljen intein Cfa smo uporabili v naši raziskavi za ligacijo dveh fragmentov α-aktinina-1, 
namenjenih za pripravo segmentno označenega proteina. 
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2. NAMEN DELA IN HIPOTEZA 
 
Vezava kalcija v domeno CaMD α-aktinina-1 povzroči konformacijske spremembe, katerih 
posledica je spremenjena dinamika priležne domene ABD16,24. Natančnejši mehanizem 
regulacije in z njim povezane konformacijske spremembe še niso pojasnjene, zato je namen 
naših raziskav karakterizacija sprememb v dinamiki domene ABD med apo (brez vezanega 
Ca2+-iona) in holo (z vezanim Ca2+-ionom)  oblikama α-aktinina-1 z metodo NMR.  
Ovira za izvedbo analize NMR celotnega α-aktinina-1 je njegova velika molekulska masa. 
Eden izmed načinov preučevanja velikih proteinov z NMR je uporaba segmentno označenih 
proteinov, kjer je označen le del molekule, ki nas zanima. Pripravo segmentno označenih 
proteinov omogoča ligacija dveh ločeno izraženih fragmentov željenega proteina z metodo 
trans-spajanja preko razcepljenega inteina. 
Cilj našega dela je priprava segmentno označenega polovičnega dimera α-akitnina-1 z 
izotopsko označeno domeno ABD za analizo z NMR. Za ta namen sta bila pripravljena dva 
inteinska konstrukta, ki ju želimo ligirati z metodo trans-spajanja preko razcepljenega inteina.  
Namen dotičnega diplomskega dela je: 
a) preizkusiti, ali načrtana inteinska konstrukta omogočata ligacijo željenih fragmentov  
α-aktinina-1 in 
b) optimizirati postopek ligacije inteinskih konstruktov. 
 
Hipoteza:  
Dva ločeno izražena inteinska konstrukta, ki vsebujeta zapis za fragmenta človeškega  
α-aktinina-1, je mogoče ligirati z metodo trans-spajanja preko razcepljenega inteina Cfa. 
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3. MATERIALI IN METODE 
 
3.1      MATERIALI 
 
3.1.1    Izhodni materiali 
 
3.1.1.1. cDNA uporabljenih konstruktov in lastnosti izraženih zaporedij 
 
Pri delu smo uporabljali 3 konstrukte (inteinska konstrukta C1 in C2 ter konstrukt 
ACTN1_hd_B), ki združeni tvorijo polovični dimer α-aktinina-1 (ACTN1_hd). Preko 
inteinskih koncev ligirana konstrukta C1 in C2 tvorita fragment ACTN1_hd_A, ki združen s 
fragmentom ACTN1_hd_B tvori polovični dimer α-aktinina-1 (slika 3.1-1).  
 
Slika 3.1-1: Shematski prikaz konstruktov ACTN1_hd_A (A), ACTN1_hd_B (B) in ACTN1_hd (C). 
Inteinska konstrukta C1 in C2 sta bila načrtana za ligacijo dveh fragmentov α-aktinina-1. Vsak 
od konstruktov je zgrajen iz zapisa za enega od fragmentov, ki ju želimo ligirati (ekstein), in 
zapisa za en del razcepljenega inteina Cfa. Konstrukt C1 (ABD-neck(1-262)-
NterCfaSplitIntein-HisTag) je sestavljen iz N-eksteina, ki ga predstavlja domena ABD in del 
vratu α-aktinina-1 ter N-inteina, ki ga predstavlja N-končni del inteina Cfa. Na C-koncu je 
dodan zapis za heksahistidinsko oznako (6xHis). Konstrukt C2 (HisTag-CterCfaSplitIntein-
neck-SR1-SR2(263-501)) je sestavljen iz C-eksteina, ki ga predstavlja drugi del vratu in domeni 
SR1, SR2 α-aktinina-1 ter C-inteina, ki ga predstavlja C-končni del inteina Cfa. Na N-koncu 
je dodan zapis za heksahistidinsko oznako (6xHis) (slika 3.1-2, tabela 3.1-1). Konstrukta C1 in 
C2 (vstavljena v vektor pET-21a) smo dobili od raziskovalne skupine prof. dr. Djinović-
Carugo iz Univerze na Dunaju. Zaporedje človeškega α-aktinina-1, uporabljeno za načrtovanje 
konstruktov, je bilo vzeto iz baze Uniprot (koda: P12814). 
 
Slika 3.1-2: Shematski prikaz inteinskih konstruktov C1 (A) in C2 (B). 
Zaporedje DNA konstrukta ACTN1_hd_B (slika 3.1-1B) zapisuje fragment α-aktinina-1, ki ga 
tvorijo domene SR3, SR4 in kalmodulinu podobna domena (CaMD). Na N-koncu dodan zapis 
za heksahistidinsko oznako. Konstrukt je v vektor pET3d(+) vstavila dr. Sara Drmota Prebil na 
Katedri za Biokemijo FKKT UL. 
V tabeli 3.1-1 so prikazana zaporedji cDNA konstruktov C1, C2 in ACTN1_hd_B. Poleg tega 
sta za lažji pregled in interpretacijo rezultatov podani še aminokislinski zaporedji izraženih 
konstruktov in lastnosti le-teh. 
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Tabela 3.1-1: cDNA uporabljenih konstruktov C1, C2 in ACTN1_hd_B ter lastnosti izraženih 
zaporedij. 
Domena ABD – rdeča; VRAT– rumena; intein – siva; spektrinske ponovitve – zelena; EF1-2 
– vijolična; EF3-4 – modra; His6 – črna, poudarjeno; zaporedje za vezavo proteaze TEV – 
oranžna. Po enakem ključu so označeni deli aminokislinskih zaporedij.  
C1 zaporedje cDNA, vstavljeno v vektor pET-21a(+) 
 
ATGGATCATTACGACTCTCAACAGACAAACGACTATATGCAGCCGGAAGAAGATTGGGACCGCGATCTGCTGCTGG
ATCCTGCCTGGGAGAAACAACAGCGGAAAACCTTCACAGCGTGGTGCAATTCGCATCTCCGCAAAGCTGGTACCCA
GATCGAAAACATCGAAGAAGATTTCCGTGATGGGCTCAAGCTGATGTTGTTACTGGAGGTCATTTCAGGTGAACGT
CTGGCGAAACCCGAACGTGGCAAGATGCGTGTACACAAAATCAGCAACGTGAACAAAGCCCTGGACTTTATCGCCA
GTAAAGGCGTGAAACTGGTTAGCATTGGCGCAGAAGAGATCGTGGATGGCAATGTCAAAATGACCTTGGGCATGAT
CTGGACGATCATTCTGCGCTTTGCCATTCAGGACATCAGTGTAGAGGAAACTTCCGCGAAAGAGGGTTTACTTCTG
TGGTGTCAACGCAAAACGGCACCGTATAAGAACGTTAACATCCAGAATTTCCACATTTCCTGGAAAGATGGCTTAG
GGTTTTGTGCGCTCATCCATCGTCATCGCCCCGAACTGATTGACTATGGCAAATTGCGTAAAGATGATCCTCTTAC
CAACTTGAATACCGCGTTTGATGTAGCAGAGAAATACCTGGACATCCCGAAAATGCTGGATGCTGAAGATATTGTG
GGCACTGCTCGTCCAGATGAGAAAGCGATTATGACGTACGTTTCTAGCTTTTATCACGCGTTTTCGGGAGCTCAGA
AAGCGGAAACCGCAGCCAATCGCATTTGCCTGTCATACGATACGGAAATTCTCACCGTTGAATATGGGTTTCTGCC
GATTGGAAAGATTGTGGAAGAGCGCATTGAATGTACGGTGTATACCGTCGATAAGAACGGTTTTGTCTACACACAA
CCGATTGCCCAATGGCATAATCGCGGTGAACAGGAAGTGTTCGAATATTGCCTGGAAGATGGCAGCATTATTCGGG
CAACCAAGGACCACAAATTCATGACGACTGACGGTCAGATGTTACCGATTGACGAGATCTTCGAACGCGGTCTTGA
TCTGAAACAGGTTGACGGTCTGCCACACCATCATCACCATCATTGA 
aminokislinsko zaporedje izraženega konstrukta in njegove lastnosti 
 
MDHYDSQQTNDYMQPEEDWDRDLLLDPAWEKQQRKTFTAWCNSHLRKAGTQIENIEEDFRDGLKLMLLLEVISGER
LAKPERGKMRVHKISNVNKALDFIASKGVKLVSIGAEEIVDGNVKMTLGMIWTIILRFAIQDISVEETSAKEGLLL
WCQRKTAPYKNVNIQNFHISWKDGLGFCALIHRHRPELIDYGKLRKDDPLTNLNTAFDVAEKYLDIPKMLDAEDIV
GTARPDEKAIMTYVSSFYHAFSGAQKAETAANRICLSYDTEILTVEYGFLPIGKIVEERIECTVYTVDKNGFVYTQ
PIAQWHNRGEQEVFEYCLEDGSIIRATKDHKFMTTDGQMLPIDEIFERGLDLKQVDGLPHHHHHH 
 
Število aminokislinskih ostankov: 369 
Molekulska masa: 42499,38 Da 
Ekstinkcijski koeficient (red.): 1,327 M-1 cm-1  
 
C2 zaporedje cDNA, vstavljeno v vektor pET-21a(+) 
 
ATGCACCATCATCACCATCACGTCAAAATTATCTCTCGGAAATCCCTTGGCACACAGAACGTCTATGATATTGGAG
TGGAGAAAGATCACAACTTCCTGCTGAAGAATGGCTTAGTTGCCAGCAACTGCAAAGTGCTTGCGGTCAATCAGGA
AAACGAACAACTGATGGAAGATTACGAGAAGCTGGCCAGTGATCTCCTCGAATGGATTCGTCGCACCATTCCCTGG
CTTGAAAATCGCGTACCAGAAAACACGATGCATGCCATGCAACAGAAACTGGAAGATTTTCGGGACTATCGCCGCT
TGCACAAACCGCCGAAAGTGCAGGAGAAATGTCAGCTGGAAATCAACTTCAATACCTTGCAAACCAAACTGCGCTT
ATCCAATCGTCCTGCCTTTATGCCGAGTGAAGGTCGTATGGTTAGCGACATCAACAATGCGTGGGGTTGCTTAGAG
CAAGTTGAGAAAGGCTATGAAGAATGGCTGCTGAATGAAATTCGTCGTCTGGAACGCCTGGATCATCTGGCGGAAA
AGTTTCGCCAGAAAGCGAGCATTCACGAAGCATGGACTGACGGGAAAGAGGCAATGTTGCGTCAGAAAGACTACGA
AACCGCTACTCTGTCGGAGATCAAAGCCCTGTTAAAGAAGCATGAGGCGTTCGAATCGGATCTCGCAGCCCATCAG
GATCGTGTAGAACAAATTGCGGCGATTGCTCAAGAGCTGAACGAACTGGACTACTATGACTCACCGTCTGTGAATG
CTCGCTGTCAGAAAATCTGCGATCAGTGGGATAACTTGGGTGCGCTCACGCAGAAACGCCGTGAAGCACTGGAGCG
CACGGAATGA 
aminokislinsko zaporedje izraženega konstrukta in njegove lastnosti 
 
MHHHHHHVKIISRKSLGTQNVYDIGVEKDHNFLLKNGLVASNCKVLAVNQENEQLMEDYEKLASDLLEWIRRTIPW
LENRVPENTMHAMQQKLEDFRDYRRLHKPPKVQEKCQLEINFNTLQTKLRLSNRPAFMPSEGRMVSDINNAWGCLE
QVEKGYEEWLLNEIRRLERLDHLAEKFRQKASIHEAWTDGKEAMLRQKDYETATLSEIKALLKKHEAFESDLAAHQ
DRVEQIAAIAQELNELDYYDSPSVNARCQKICDQWDNLGALTQKRREALERTE 
 
Število aminokislinskih ostankov: 281 
Molekulska masa: 33121,49 Da 
Ekstinkcijski koeficient (red.): 1,311 M-1cm- 
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 zaporedje cDNA, vstavljeno v vektor pET-3d(+) 
ATGCATCACCATCACCATCACTCGACCGAAAACCTGTATTTTCAGGGCTCGAGTAAACTGCTGGAGACCATTGACC
AGCTGTACTTGGAGTATGCCAAGCGGGCTGCACCCTTCAACAACTGGATGGAGGGGGCCATGGAGGACCTGCAGGA
CACCTTCATTGTGCACACCATTGAGGAGATCCAGGGACTGACCACAGCCCATGAGCAGTTCAAGGCCACCCTCCCT
GATGCCGACAAGGAGCGCCTGGCCATCCTGGGCATCCACAATGAGGTGTCCAAGATTGTCCAGACCTACCACGTCA
ATATGGCGGGCACCAACCCCTACACAACCATCACGCCTCAGGAGATCAATGGCAAATGGGACCACGTGCGGCAGCT
GGTGCCTCGGAGGGACCAAGCTCTGACGGAGGAGCATGCCCGACAGCAGCACAATGAGAGGCTACGCAAGCAGTTT
GGAGCCCAGGCCAATGTCATCGGGCCCTGGATCCAGACCAAGATGGAGGAGATCGGGAGGATCTCCATTGAGATGC
ATGGGACCCTGGAGGACCAGCTCAGCCACCTGCGGCAGTATGAGAAGAGCATCGTCAACTACAAGCCAAAGATTGA
TCAGCTGGAGGGCGACCACCAGCTCATCCAGGAGGCGCTCATCTTCGACAACAAGCACACCAACTACACCATGGAG
CACATCCGTGTGGGCTGGGAGCAGCTGCTCACCACCATCGCCAGGACCATCAATGAGGTAGAGAACCAGATCCTGA
CCCGGGATGCCAAGGGCATCAGCCAGGAGCAGATGAATGAGTTCCGGGCCTCCTTCAACCACTTTGACCGGGATCA
CTCCGGCACACTGGGTCCCGAGGAGTTCAAAGCCTGCCTCATCAGCTTGGGTTATGATATTGGCAACGACCCCCAG
GGAGAAGCGGAATTTGCCCGCATCATGAGCATTGTGGACCCCAACCGCCTGGGGGTAGTGACATTCCAGGCCTTCA
TTGACTTCATGTCCCGCGAGACAGCCGACACAGATACAGCAGACCAAGTCATGGCTTCCTTCAAGATCCTGGCTGG
GGACAAGAACTACATTACCATGGACGAGCTGCGCCGCGAGCTGCCACCCGACCAGGCTGAGTACTGCATCGCGCGG
ATGGCCCCCTACACCGGCCCCGACTCCGTGCCAGGTGCTCTGGACTACATGTCCTTCTCCACGGCGCTGTACGGCG
AGAGTGACCTC 
aminokislinsko zaporedje izraženega konstrukta in njegove lastnosti 
MHHHHHHSTENLYFQGSSKLLETIDQLYLEYAKRAAPFNNWMEGAMEDLQDTFIVHTIEEIQGLTTAHEQFKATLP
DADKERLAILGIHNEVSKIVQTYHVNMAGTNPYTTITPQEINGKWDHVRQLVPRRDQALTEEHARQQHNERLRKQF
GAQANVIGPWIQTKMEEIGRISIEMHGTLEDQLSHLRQYEKSIVNYKPKIDQLEGDHQLIQEALIFDNKHTNYTME
HIRVGWEQLLTTIARTINEVENQILTRDAKGISQEQMNEFRASFNHFDRDHSGTLGPEEFKACLISLGYDIG 
NDPQGEAEFARIMSIVDPNRLGVVTFQAFIDFMSRETADTDTADQVMASFKILAGDKNYI 
TMDELRRELPPDQAEYCIARMAPYTGPDSVPGALDYMSFSTALYGESDL 
 
Število aminokislinskih ostankov: 409 
Molekulska masa: 44981,44 Da 
Ekstinkcijski koeficient (red.): 0,916 M-1cm-   
 
 
3.1.1.2 Vektorja pET-21a(+) in pET-3d(+) 
 
Za vnos konstruktov C1 in C2 v bakterijske celice smo uporabili plazmidni vektor pET-21a(+), 
za vnos konstukta ACTN_hd_B pa plazmidni vektor pET-3d(+). 
Vektorja pET-21a(+) in pET-3d(+) sta močna ekspresijska vektorja, ki vsebujeta zaporedja 
transkripcijsko-translacijskega sistema iz bakteriofaga T7, kar omogoča visoko raven izražanja 
tarčnega proteina. V neposredni bližini klonirne regije se nahaja promotor T7 (T7lac v primeru 
vektorja pET-21a), ki predstavlja vezavno mesto za visoko učinkovito RNA polimerazo faga 
T7, katere zapis se nahaja v genomu ustrezno modificirane gostiteljske celične linije, pod 
kontrolo promotorja lac. Promotor lac vsebuje operatorsko regijo, na katero je vezan represor 
izražanja, lacI. Vektor, skupaj z ustrezno izbrano gostiteljsko celično linijo, omogoča 
inducibilno izražanje tarčnega proteina prek indukcije izražanja RNA polimeraze T7 iz 
kromosomske DNA, z induktorjem IPTG. Ta se veže na represor lacI in povzroči njegovo 
disociacijo iz promotorske regije. RNA polimeraza T7 se lahko veže na promotor T7 na 
vektorju in prične s prepisovanjem tarčnega zaporedja. Poleg tega oba vektorja vsebujeta zapis 
za selekcijski marker bla, ki zagotavlja odpornost na ampicilin, ter bakterijski ori pBR322, ki 
omogoča neodvisno pomnoževanje plazmida v bakterijski celici39,40.  
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3.1.2    Materiali uporabljeni pri delu z bakterijskimi celicami 
 
3.1.2.1 Bakterijske celične linije 
 
Celice seva E. coli DH5α 
Genotip: Fˉ Φφ80lacZΔM15 Δ(lacZYA-argF) U169 recA1 endA1 hsdR17(rkK12-, mkK12+) 
phoA supE44 λ -thi-1 gyrA96 relA1 
Kompetentne celice DH5α smo uporabili za pomnoževanje plazmidne DNA. Posledica mutacij 
v zapisih recA1 in endA1, ki zapisujeta za rekombinazo in endonukleazo, je večja stabilnost in 
manjša stopnja razgradnje plazmidov v celici41.  
Celice seva E. coli BL21(DE3)pLysS 
Genotip: F- ompT hsdSB (rB
- mB
-) gal dcm λ(DE3) pLysS, cmr 
 
Kompetentne celice BL21(DE3)pLysS smo uporabili za izražanje rekombinantnih proteinov. 
Celice so lizogeni bakteriofaga DE3. V kromosomsko DNA celic je vstavljen fragment 
bakteriofagne DNA z zapisoma za represor lacI in RNA-polimerazo T7, pod nadzorom 
promotorja lacUV5. Zaradi mutacij v genih ompT in Ion, ki zapisujeta za proteazi, so celice 
proteolitično manj aktivne in s tem ugodne za pridobivanje večjih količin rekombinantnega 
proteina. Poleg tega celice vsebujejo plazmid pLysS z zapisom za lizocim T7, ki je inhibitor 
RNA polimeraze T7 in zagotavlja, da se tarčni zapis ne izraža pred dodatkom induktorja39,40.  
 
3.1.2.2  Gojišča za bakterijske celice 
 
Za gojenje bakterijskih celic smo uporabljali tekoča in trdna gojišča pripravljena na osnovi 
gojišča Luria-Bertani (LB).  
Sestava gojišča LB:  
1,0 % (m/v) kazeinski hidrolizat, 0,5 % (m/v) kvasni ekstrakt, 1,0 % (m/v) NaCl  
Gojišče LB za pripravo trdnega gojišča vsebuje poleg naštetih komponent še 0,2 % (m/v) agar. 
Za selekcijo klonirnih celic z vključkom smo pripravili tekoče in trdno gojišče LBA, kjer smo 
gojišču LB dodali ampicilin s končno koncentracijo 100 µg/ml. Za selekcijo ekspresijskih celic 
z vključkom smo pripravili tekoče in trdno gojišče LBAC, kjer smo poleg ampicilina s končno 
koncentracijo 100 µg/ml, v gojišče dodali še kloramfenikol s končno koncentracijo 50 µg/ml. 
3.1.2.3 Ostali reagenti 
 
Tabela 3.1-2: Pomembnejši reagenti, uporabljeni pri delu z bakterijskimi celicami. 
reagent namen uporabe 
komplet reagentov GeneJETTM MiniPrep Kit (Thermo Scientific) izolacija plazmidne DNA 
1 M založna raztopina induktorja IPTG indukcija izražanja  
80-odstotni glicerol priprava trajne kulture 
pufer P_Lys (50 mM Tris-HCl (pH = 8,0), 300 mM NaCl) pufer za lizo celic 
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3.1.3    Materiali uporabljeni pri izolaciji rekombinantnih proteinov 
 
3.1.3.1 Dializa, koncentriranje in filtriranje proteinskih vzorcev 
 
Pred nanosom proteinskih vzorcev na nekatere od kolon za čiščenje proteinov je bilo potrebno 
vzorce filtrirati in po potrebi koncentrirati. Prav tako je bilo na nekaterih stopnjah izolacije  
potrebno vzorce dializirati, z namenom zamenjave pufra, v katerem se je protein v vzorcu 
nahajal. Pri tem smo uporabljali opremo, navedeno v tabeli 3.1-3. 
Tabela 3.1-3: Oprema, uporabljena pri dializi, koncentriranju in filtriranju proteinskih vzorcev. 
komponenta lastnosti proizvajalec 
dializna membrana celulozna membrana z izključitveno maso 14 kDa Sigma Aldrich 
koncentrator Amicon® 
Ultra 
volumen 15 ml,  
izključitvena molekulska masa 10 kDa 
Merck 
filter Minisart® premer por 0,45 µm in 0,20 µm Sartorius 
 
3.1.3.2. Kromatografije 
 
Kromatografije smo izvajali na dveh sistemih FPLC (fast protein liquid chromatography) za 
ločevanje proteinov. Za izvedbo nikljeve afinitetne kromatografije (IMAC) in 
ionskoizmenjevalne kromatografije (IEX) smo uporabljali napravo ӒKTA FPLC (Amersham 
Biosciences), za izvedbo gelske izključitvene kromatografije (SEC) pa napravo ӒKTA pure 
(GE Healthcare). Vzorce smo na koloni za izvedbo nikljeve afinitetne in ionskoizmenjevalne 
kromatografije nanesli z uporabo pretočne črpalke, na kolono za gelsko izključitveno 
kromatografijo pa s sistemom FPLC. V tabeli 3.1-4 so navedene kolone, ki smo jih uporabljali 
pri posameznih kromatografijah. 
Tabela 3.1-4: Kolone, uporabljene pri izvedbi različnih vrst kromatografij. 
vrsta kromatografije kolona proizvajalec 
nikljeva afinitetna kromatografija  cOmpleteTM His-Tag Purification Column, 5ml Roche 
ionskoizmenjevalna kromatografija  HiTrap Q HP, 5ml GE Healthcare 
gelska izključitvena kromatografija  HiLoad 16/600 SuperdexTM 200 pg GE Healthcare 
 
3.1.3.3. Ponovno zvijanje proteina na koloni 
 
Rekombinantni protein, ki se je izražal v netopni frakciji, je bil po raztapljanju inkluzijskih 
telesc denaturiran in ga je bilo potrebno ponovno zviti. Ponovno zvijanje smo izvedli na koloni 
za nikljevo afinitetno kromatografijo (3.1-4) ročno na pultu. 
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3.1.3.4 Pufri za izolacijo rekombinantnih proteinov 
 
V tabeli 3.1-5 so navedeni vsi pufri, ki smo jih uporabljali na različnih korakih izolacijskih 
postopkov. 
Tabela 3.1-5: Pufri, uporabljeni pri izolacijskih postopkih. 
Pridobivanje celičnega lizata 
P_LYS 50 mM Tris-HCl (pH 8,0), 300 mM NaCl 
Izolacija inkluzijskih telesc 
A 20 mM Tris-HCl (pH 8,0), 20 % saharoza, 1 mM EDTA 
F PBS (137 mM NaCl, 2,7 mM KCl, 10 mM Na2HPO4, 1,8 mM KH2PO4 ), 5 mM EDTA 
W 25 % (m/v) saharoza, 1 % (v/v) Triton X-100 (v pufru F) 
Raztapljanje inkluzijskih telesc in ponovno zvijanje proteinov na koloni 
U 50 mM Tris-HCl (pH 8,0), 500 mM NaCl, 8 M urea, 20 mM β-ME 
Z 50 mM Tris-HCl (pH 8,0), 500 mM NaCl, 20 mM β-ME 
Nikljeva afinitetna kromatografija 
IMAC_B 50 mM Tris-HCl (pH 8,0), 500 mM NaCl 
IMAC_E 50 mM Tris-HCl (pH 8,0), 500 mM NaCl, 300 mM imidazol 
Ionskoizmenjevalna kromatografija 
IEX_B 50 mM Tris-HCl (pH 7,6), 40 mM NaCl, 2 mM β-ME 
IEX_E 50 mM Tris-HCl (pH 7,6), 1 M NaCl, 2 mM β-ME 
Gelska izključitvena kromatografija 
SEC 20 mM HEPES (pH 7,5), 150 mM NaCl, 2 mM DTT 
 
3.1.4   Materiali uporabljeni pri ligaciji inteinskih konstruktov 
 
Pri optimizaciji ligacije inteinskih konstrukotv smo preizkušali več ligacijskih pufrov, katerih 
sestava je navedene v tabeli 3.1-6.  
Tabela 3.1-6: Ligacijski pufri, uporabljeni pri optimizaciji ligacije. 
poimenovanje sestava  
TRIS1 10 mM Tris-HCl, 150 mM NaCl (pH 7,2) 
TRIS2 10 mM Tris-HCl, 500 mM NaCl (pH 7,2) 
TRIS3 10 mM Tris-HCl, 150 mM NaCl (pH 7,4) 
FOS 100 mM fosfat (24,6 mM NaH2PO4, 75,4 mM Na2HPO4 ), 150 mM NaCl 
 
Poleg ligacijskih pufrov smo pripravili 0,1 M založni raztopini reducentov TCEP in DTT, ter 
0,1 M založno raztopino EDTA. 
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3.1.5    Naprave  
 
Tabeli 3.1-7: Naprave, ki smo jih uporabljali pri delu. 
naprava model proizvajalec 
centrifuga Sorval RC6+ Thermo Scientific 
Centrifuge 5424 Eppendorf 
Centrifuge 5424 R Eppendorf 
MiniSpin plus Eppendorf 
termoblok Bio TDB-100 Biosan 
inkubator z možnostjo stresanja Sanyo MIR-220 RV Sanyo 
Kambič Kambič 
inkubator Innova 4230 New Brunswick Scientific 
spektrofotometer NanoDrop 2000c Thermo Scientific 
sonifikator LABSONIC® M Sartorious 
homogenizator WiseTis® Wisd Laboratory Instruments 
vir napetosti Electrophoresis power supply Amarsham Biosciences 
pretočna črpalka VWR® Multichannel Pump VWR 
kromatografski sistem ӒKTA FPLC Amarsham Biosciences 
ӒKTA pure GE Healtcare 
pH-meter Seveneasy Mettler Toledo 
magnetno mešalo FB15045 Thermo Scientific 
tehtnica WLC/A2 RADWAG 
XA 60/229/x  RADWAG 
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3.2. METODE 
 
3.2.1. Transformacija kompetentnih bakterijskih celic in razmaz celic na plošče  
 
Z vsakim od vektorjev pET21a(+) z vključkoma C1 in C2 smo ločeno transformirali tako 
klonirne celice DH5α kot ekspresijske celice BL21(DE3)pLysS. 1µL raztopine vsakega 
vektorja smo dodali v 100 µL suspenzije kompetentnih celic. Celice smo nato 30 min inkubirali 
na ledu in za tem izvedli toplotni šok (42° C, 45 s). Takoj po izvedbi toplotnega šoka smo 
celice postavili za 2 min na led in jim nato dodali 800 µL gojišča LB. Celice z gojiščem smo 
stresali 1 h pri temperaturi 37 °C. Po stresanju smo celice DH5α razmazali na plošče LBA in 
celice BL21(DE3)pLysS na plošče LBAC. Plošče smo preko noči inkubirali pri temperaturi  
37 °C, da so na gojišču zrastle kolonije, nato pa smo jih shranili pri 4 °C.  
3.2.2.  Namnožitev in izolacija plazmidne DNA 
 
Za namnožitev plazmidne DNA smo izhajali iz kolonij transformant DH5α na ploščah LBA. 
V 10 ml medija LBA smo inokulirali celice s plazmidom pET21a(+) (za konstrukt C1) oziroma 
celice s plazmidom pET21a(+) (za konstrukt C2). Celice smo stresali preko noči pri temperaturi 
37 °C. Naslednji dan smo namnoženo plazmidno DNA izolirali s kompletom reagentov 
GeneJETTM Plasmid MiniprepKid in jo shranili pri -20 °C.                                                                             
3.2.3. Priprava trajne kulture z izhodnima konstruktoma  
 
Za pripravo trajne kulture smo izhajali iz kolonij transformant BL21(DE3)pLysS na ploščah 
LBAC. Ločeno smo v 10 ml medija LBAC inokulirali celice s plazmidom pET21a(+) 
(konstrukt C1) in celice s plazmidom pET21a(+) ( konstrukt C2). Celice smo stresali preko 
noči pri temperaturi 37 °C. Naslednji dan smo 700 µL vsake kulture zmešali s 300 µL  
80-odstotnega glicerola. Trajno kulturo smo shranili pri temperaturi -80 °C.  
3.2.4. Poskusno izražanje inteinskih konstruktov C1 in C2  
 
Pri poskusnem izražanju konstruktov C1 in C2 smo izhajali iz kolonij transformant 
BL21(DE3)pLysS. Ločeno smo v 30 ml gojišča LBAC sterilno inokulirali celice s plazmidom 
pET21a (konstrukt C1) in celice s plazmidom pET21a (konstrukt C2). Celice smo stresali preko 
noči pri 37 °C. Naslednji dan smo 500 µL vsakega od inokulumov prenesli v 50 ml medija 
LBAC in nadaljevali s stresanjem pri 37 °C. Ko je bila celična gostota dovoljšna (0,6 – 0,8) 
smo v vsako od suspenzij dodali induktor IPTG s končno koncentracijo 0,5 mM. Tik pred 
indukcijo smo odvzeli 2-krat po 1,5 ml vsake od suspenzij. Celice smo stresali pri temperaturi 
37 °C nadaljnje 4 ure. Po 2 h in 4 h smo izmerili celično gostoto vsake od suspenzij in ob 
vsakem času odvzeli 2-krat po 1,5 ml vzorcev. Vse odvzete vzorce smo takoj po odvzemu 
centrifugirali (6000g, 5 min), odstranili gojišča in pelete shranili pri -20 °C. 
Prva paralelka vsakega para odvzetih vzorcev je služila za pripravo celokupne celične frakcije, 
druga paralelka pa za ločitev topne in netopne frakcije. Vzorce smo resuspendirali v ustreznem 
volumnu dH2O glede na celično gostoto, ki smo jo izmerili ob odvzemu vzorca. Za 
standardizacijo smo uporabili naslednjo enačbo: 
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𝑉𝑟𝑒𝑠 = 0,75 × 𝑉𝑘 = 0,75 × 
𝑉𝑧 (1500 µ𝐿)
𝑓
= 0,75 ×
𝑉𝑧 (1500 µ𝐿) × 𝑂𝐷600 × 𝑉𝑝𝑎𝑔𝑒 (15 µ𝐿)
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Pelete odvzetih vzorcev (Vz = 1,5 ml) smo resuspendirali v Vres, izračunanem po zgornji 
enačbi. Ta se od končnega volumna (Vk) razlikuje za faktor 0,75, saj je vzorcem pred nanosom 
na gel dodan 4-kratni nanašalni pufer. Vpage predstavlja volumen vzorca, nanešenega v žepek 
poliakrilamidnega gela. Po dodatku ustreznega volumna dH2O smo vzorce sonificirali (3-krat 
po 20 pulzov pri 4 °C). S tem smo razbili bakterijske celične stene. Paralelke namenjene analizi 
celokupne frakcije so bile s tem pripravljene, druge paralelke pa smo ločili na topno in netopno 
frakcijo s centrifugiranjem (15 000 g, 5 min, 4 °C). Supernatant je predstavljal topno frakcijo, 
pelet, ki smo ga resuspendirali v ustreznem Vres, pa netopno frakcijo. Vzorce smo nato nanesli 
na gel za poliakrilamidno gelsko elektroforezo in analizirali dobljene rezultate. 
Poskusno izražanje konstrukta ACTN1_hd_B ni bilo potrebno, saj je bil profil njegovega 
izražanja poznan in optimizacija narejena že prej, s strani dr. Sare Drmota Prebil. 
3.2.5. Pridobivanje rekombinantnih proteinov v preparativnem merilu 
 
Vsakega od konstruktov (C1, C2, ACTN1_hd_B) smo pridobili v 1,6 L (4-krat po 0,4 L) medija 
LBAC po sledečem postopku. 30 ml medija LBAC smo inokulirali s transformantami bodisi 
iz trajne kulture, bodisi iz kolonij na plošči. Inokulume smo stresali preko noči pri 37 °C. 
Naslednji dan smo prekonočno kulturo centrifugirali (3000 g, 5 min, temperatura), odstranili 
gojišče in pelet resuspendirali v 1,5 ml medija LBAC. 350 µL vsake od kultur smo prenesli v 
0,4 L medija LBAC in nato celice stresali pri 37 °C. Ko je gostota celic dosegla vrednost  
0,6 – 0,8, smo izražanje inducirali z dodatkom induktorja IPTG s končno koncentracijo  
0,5 mM. Izražanje konstruktov C1 in C2 je potekalo 4 ure pri 37 °C, medtem ko je izražanje 
konstrukta ACTN1_hd_B potekalo preko noči pri 20 °C. Po končanem izražanju smo celice 
centrifugirali (6000 g, 15 min, 4 °C), odstranili gojišče in pelet resuspendirali v 30 ml lizirnega 
pufra. Celice smo zamrznili pri -80 °C.  
3.2.6. Izolacija rekombinantnih proteinov 
 
Postopki izolacije rekombinantnih proteinov so se razlikovali glede na to, ali se je protein 
izražal v topni (C1 in ACTN1_hd_B) ali netopni (C2) frakciji. 
3.2.6.1. Izolacija rekombinantnega proteina iz netopne frakcije 
 
a) Izolacija inkluzijskih telesc 
Zamrznjene celice smo odtalili in posedli s centrifugiranjem (18 000 g, 15 min, 4 °C). 
Supernatant, ki je vseboval veliko DNA, smo zavrgli in pelet resuspendirali v 120 ml pufra A. 
Celice smo resuspendirali s homogenizerjem in jih ponovno centrifugirali (18 000 g, 15 min, 
4 °C) ter supernatant zavrgli. Pelet smo dodatno sprali z resuspendiranjem in 10-minutnim 
inkubiranjem v ledeno mrzli dH2O. Suspenzijo smo centrifugirali (15 000 g, 15 min, 4 °C) in 
supernatant zavrgli. Sledilo je resuspendiranje peleta v 80 ml pufra P in za tem razbijanje celic 
s sonifikatorjem (5-krat po 3 min, 4 °C). Suspenziji smo dodali pufer P, jo centrifugirali  
(10 000 g, 20 min, 4 °C) in supernatant zavrgli. Pelet smo resuspendirali v 40 ml pufra P, dodali 
240 ml pufra W in inkubirali 15 min. Z dodatkom pufra W smo se znebili ostankov celičnih 
membran, ki so bile morda še prisotne v suspenziji. Suspenzijo smo centrifugirali (10 000 g, 
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20 min, 4 °C) in zadnjo stopnjo spiranja peleta ponovili. Nato smo pelet resuspendirali v pufru 
U (vsebuje 8 M ureo), ki je služil za raztapljanje inkluzijskih telesc. Inkluzijska telesca smo v 
pufru U raztapljali preko noči s stresanjem na 130 rpm pri 37 °C. Naslednji dan smo inkluzijska 
telesca sonificirali (4-krat po 3 min, 4 °C) in za tem suspenzijo centrifugirali (20 000 g, 10 min, 
4°C). Supernatant smo prenesli v svežo centrifugirko. 
b) Izolacija in ponovno zvijanje proteina na koloni za nikljevo afinitetno kromatografijo 
Vzorec, ki smo ga dobili z raztapljanjem inkluzijskih telesc, smo nanesli na kolono za nikljevo 
afinitetno kromatografijo (pretok 1,5 ml/min), ki smo jo prej sprali s dH2O in ekvilibrirali s 
pufrom U. Delo smo opravljali na pultu z uporabo pretočne črpalke. Sledilo je ponovno zvijanje 
proteina na koloni z uvajanjem 25-mililitrskih frakcij pufrov, z gradientom uree od 8 M do  
0 M. Protein smo eluirali s pufrom IMAC_E, ki mu je bil dodan 20 mM β-ME. Eluiranim 
frakcijam smo izmerili absorbanco pri 280 nm in frakcije, ki so vsebovale protein združili ter 
jih preko noči dializirali proti dializnemu pufru (50 mM Tris-HCl (pH 8,0), 50 mM NaCl) pri  
4 °C, da smo se znebili imidazola. 
c) Ionskoizmenjevalna kromatografija 
Po prekonočni dializi smo vzorec filtrirali (pore premera 0,2 µm) in ga s pretočno črpalko 
nanesli na kolono za ionskoizmenjevalno kromatografijo, ki smo jo pred tem ekvilibrirali z 
vezavnim pufrom IEX_B. Kolono smo prenesli na sistem za ločevanje proteinov in vezane 
proteine eluirali z gradientom elucijskega pufra IEX_E. Frakcije, ki so vsebovale željeni 
protein, smo združili in vzorec shranili pri -20 °C.  
d) Gelska izključitvena kromatografija 
Kolono za gelsko izključitveno kromatografijo smo ekvilibrirali s pufrom SEC. Vzorec, ki smo 
ga shranili po ionskoizmenjevalni kromatografiji smo skoncentrirali na 2 ml in ga nanesli na 
kolono na sistemu za ločevanje proteinov ӒKTA pure. Frakcije z željenim proteinom smo 
združili in vzorec z očiščenim proteinom shranili pri -20 °C. 
3.2.6.2 Izolacija rekombinantnega proteina iz topne frakcije 
 
a) Ekstrakcija proteinov iz celičnega lizata 
Celice, zamrznjene v lizirnem pufru, smo odmrznili in sonificirali (5-krat po 3 min, 4 °C). 
Suspenzijo smo centrifugirali (15 000 g, 15 min, 4 °C), supernatant prenesli v svežo 
centrifugirko in ga filtrirali (pore premera 0,2 µm). S tem je bil vzorec pripravljen za nanos na 
kolono za nikljevo afinitetno kromatografijo. 
b) Nikljeva afinitetna kromatografija 
Pred nanosom celičnega lizata smo kolono sprali z dH2O in jo tem ekvilibrirali z vezavnim 
pufrom IMAC_B. Za tem smo na kolono nanesli vzorec. Kolono smo prenesli na sistem za 
ločevanje proteinov, kjer smo izvedli elucijo z gradientom elucijskega pufra IMAC_E. Zbrane 
frakcije smo združili in jih preko noči dializirali proti dializnemu pufru (50 mM Tris-HCl  
(pH  8,0), 50 mM NaCl) pri 4 °C. S tem korakom smo čiščenje konstrukta C2 zaključili in ga 
shranili pri -20 °C, konstrukt ACTN1_hd_B pa smo dodatno očistili še z ionskoizmenjevalno 
kromatografijo. 
 
28 
 
c) Ionskoizmenjevalna kromatografija 
Ionskoizmenjevalno kromatografijo vzorca s konstruktom ACTN1_hd_B smo izvedli na enak 
način kot je opisan v poglavju 3.2.6.1. Očiščen protein smo shranili pri -20 °C. 
3.2.7. Optimizacija ligacije inteinskih konstruktov C1 in C2 
 
Ligacijo inteinskih konstruktov C1 in C2 smo poskusili optimizirati v treh poskusih, katerih 
načrti so prikazani na spodnji shemi (slika 3.2-1). Pri optimizaciji smo spreminjali več 
parametrov – sestavo ligacijskega pufra, temperaturo, pri kateri je ligacija potekala ter 
koncentracijo inteinskih prekurzorjev v ligacijski mešanici. 
 
Slika 3.2-1: Načrt poskusov optimizacije ligacije z variacijo ligacijskega pufra, temperature, pri kateri je ligacija 
potekala in končne koncentracije inteinskih prekurzorjev v ligacijski mešanici.  
V vsakem od razdelkov je naveden uporabljen ligacijski pufer, tabela končnih koncentracij inteinskih prekurzorjev v 
ligacijski mešanici pri vsaki od temperatur, pri katerih smo ligacijo izvedli ter reducent in njegova končna koncentracija. 
Izvedli smo 3 poskuse. V 1. in 2. poskusu smo izvedli paralelna poskusa z različnima ligacijskima pufroma. 
 
Pred izvedbo reakcije smo vsakega od prekurzorjev preko noči dializirali proti 1 litru izbranega 
ligacijskega pufra  Naslednji dan smo vzorce centrifugirali (18 000 g, 10 min, stopinje), jim 
izmerili absorbanco pri 280 nm ter jih po potrebi koncentrirali. Iz založne raztopine smo 
pripravili razredčine prekurzorja z različnimi koncentracijami (glede na načrt). V vsako 
mikrocentrifugirko smo odpipetirali 40 µL vsakega od prekurzorjev (molarno razmerje 1:1), 
EDTA s končno koncentracijo 1,25 mM in reducent TCEP (ali DTT) s končno koncentracijo 
1,25 mM. Paralelke z ligacijskimi mešanicami smo vstavili v termobloke, ki smo jih prej 
nastavili na željene temperature, in pustili, da je ligacija tekla 24 h. Po 3 h in 24 h smo iz vsake 
mikrocentrifugirke odvzeli vzorec za analizo na poliakrilamidnem gelu. Vzorcem smo takoj 
dodali nanašalni pufer, dopolnili z dH2O do končnega volumna 10 µL ter jih shranili pri  
-20 °C. 
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3.2.8. Ligacija inteinskih konstruktov v večjem merilu in izolacija produkta ligacije 
ACTN1_hd_A 
 
3.2.8.1 Ligacija inteinskih konstruktov v večjem merilu 
 
Ligacijo inteinskih konstruktov v večjem merilu smo izvedli v pufru FOS pri temperaturi  
35 °C in končni koncentraciji prekurzorjev 80 µM. Prekurzorja smo pripravilipo enakem 
postopku kot je opisan v poglavju 3.2.7. Združili smo ju v molarnem razmerju 1:1 (nc1 = nc2 = 
0,302 µmol), dodali EDTA s končno koncentracijo 1,25 mM in reducent TCEP s končno 
koncentracijo 1,25 mM. Reakcija je potekala v 1 ml alikvotih, celokupen volumen ligacijske 
mešanice je znašal 3,8 ml. Ligacija je potekala 24 h pri temperaturi 35 °C. 
3.2.8.2 Izolacija produkta ACTN1_hd_A 
 
Po pretečenih 24 urah smo vzorec centrifugirali (18 000 g, 10 min, stopinje) in ga nanesli na 
kolono za nikljevo afinitetno kromatografijo. Med nanosom smo zbirali nevezano frakcijo, saj 
željeni produkt ligacije ACTN1_hd_A nima heksahistidinske oznake in se torej ni vezal na 
kolono. Vezano frakcijo smo pridobili z elucijo s pufrom IMAC_E. Nevezani frakciji smo nato 
izmerili absorbanco in jo koncentrirali za nanos na kolono za gelsko izključitveno 
kromatografijo. Pred nanosom smo vzorcu dodali DTT s končno koncentracijo 5 mM. 
Natančnejši opis izvedbe nikljeve afinitetne kromatografije je opisan v poglavju 3.2.7, gelske 
izključitvene kromatografije pa v poglavju 3.2.6. 
 
3.2.9. Združitev fragmentov ACTN1_hd_A in ACTN1_hd_B ter izolacija polovičnega 
dimera ACTN1 
 
Pred združitvijo očiščenih fragmentov ACTN1_hd_A in ACTN1_hd_B smo izhodnima 
raztopinama dodali reducent DTT s končno koncentracijo 5 mM. Fragmenta smo nato združili 
v molarnem razmerju 1:1 (nA = nB = 0,0784 µmol). Končna koncentracija posameznega 
fragmenta v raztopini je znašala 3,02 mg/ml, končni volumen raztopine pa 1513 µL. Po 
združitvi smo vzorec centrifugirali (18 000 g, 15 min) in ga nanesli na kolono za gelsko 
izključitveno kromatografijo. 
3.2.10. Analiza proteinskih vzorcev s poliakrilamidno gelsko elektroforezo 
 
Po vseh stopnjah dela z rekombinantnimi proteini smo proteinske vzorce analizirali s 
poliakrilamidno gelsko elektroforezo v prisotnosti denaturanta NaDS (NaDS-PAGE). Odvzeti 
vzorec smo redčili z dH2O do 10 µL (v primeru, da je bilo vzorca manj) in mu dodali 4 µL  
4-kratnega nanašalnega pufra z dodanim reducentom β-merkaptoetanolom. Vzorce smo 
inkubirali 5 min pri temperaturi 95 °C ter jih nanesli na gel (12,5 % ločevalni in 5 % 
koncentracijski gel). Poleg vzorcev smo na gel nanesli velikostni standard (slika 3.2-1). 
Elektroforezo smo izvajali v elektroforeznem pufru pri napetosti 300 V in toku 35 mA/gel, s 
sistemom za enodimenzionalno elektroforezo (Bio Rad). Po ločevanju smo gele 45 min barvali 
v raztopini za barvanje in jih nato razbarvali v raztopini za razbarvanje. Sestava gela in ostalih 
komponent uporabljenih pri izvedbi je podana v tabeli 3.2-1. 
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Tabela 3.2-1: Sestava gela in ostalih komponent uporabljenih pri poliakrilamidni gelski 
elektroforezi v prisotnosti NaDS. 
Sestava gela 
komponenta volumen komponente 
12 % ločitveni gel  
(10 ml) 
5 % koncentracijski gel 
(5 ml) 
dH2O 4,27 ml 3,08 ml 
ločitveni pufer (1,5 M Tris-HCl; pH 8,8) 2,5 ml / 
koncentracijski pufer (0,5 M Tris-HCl; pH 6,8) / 1,25 ml 
akrilamid/bisakrilamid (37:1) 3,13 ml 0,625 ml 
NaDS (10 % m/v) 100 µL 50 µL 
TEMED 15 µL 7,5 µL 
APS (10 % m/v) 30 µL 15 µL 
Sestava ostalih komponent 
4-kratni nanašalni pufer 250 mM Tris-HCl pH 6,8, 30 % glicerol, 8 % NaDS,  
0,02 % bromfenol modro, 12,5 % β-merkaptoetanol 
elektroforezni pufer 25 mM Tris-HCL pH 8,6, 192 mM glicin, 0,1 % NaDS 
raztopina za barvanje etanol (25 % v/v), ocetna kislina (10 % v/v),  
barvilo Coomassie (2,5 g/l) 
raztopina za razbarvanje etanol (30 % v/v), ocetna kislina (10 % v/v) 
 
 
 
  
Slika 3.2-1: Standardna lestvica velikost Unstained Protein Molecular 
Weight Marker, uporabljena za določanje velikosti proteinov na gelu (vir: 
Thermo Scientific). 
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4. REZULTATI 
 
Potek eksperimentalnega dela je prikazan na sliki 4-1. 
 
Slika 4-1: Shema eksperimentalnega dela. 
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4.1 Poskusno izražanje inteinskih konstruktov C1 in C2 
 
S poskusnim izražanjem smo preverili ali se inteinska konstrukta C1 in C2 izražata v topni ali 
netopni frakciji. Izražanje je potekalo 4 h pri temperaturi 37 °C. Analiza poskusne ekspresije 
je pokazala, da se konstrukt C1 večinsko nahaja v topni frakciji (slika 4-2A) in konstrukt C2  
v netopni frakciji (slika 4-2B). 
 
Slika 4-2: Poskusno izražanje inteinskih konstruktov C1 (A) in C2 (B) v celicah E.coli seva BL21(DE3)pLysS.  
Vzorci so bili odvzeti pred indukcijo z IPTG (t = 0 h), po 2 h in po 4 h izražanja. Izražanje je potekalo pri 37 °C. Na gel smo 
nanesli celotni celični lizat, topno in netopno frakcijo odvzetih vzorcev.  Na gelu ustreza konstrukt C1 velikosti 42,5 kDa in 
konstrukt C2 velikosti 33 kDa. Legenda: S – standardna lestvica velikosti; CL – celotni lizat; TF – topna frakcija; NT – netopna 
frakcija. 
Na podlagi rezultatov poskusnega izražanja smo se odločili, da bomo v preparativnem merilu 
inteinska konstrukta C1 in C2 izražali pri enakih pogojih. Poskusno izražanje konstrukta 
ACTN1_hd_B ni bilo potrebno, saj je bil postopek izražanja optimiziran že prej, s strani  
dr. Sare Drmota Prebil. 
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4.2 Pridobivanje in izolacija rekombinantnih proteinov 
 
V preparativnem merilu smo inteinska konstrukta C1 in C2 pridobivali vsakega v 1,6 l gojišča 
LB 4 ure pri temperaturi 37 °C in konstrukt ACTN1_hd_B v 1,6 l gojišča preko noči pri 
temperaturi 20 °C. 
 
4.2.1 Izolacija konstrukta C1 
 
Konstrukt C1 smo izolirali iz topne frakcije z nikljevo afinitetno kromatografijo. Na sliki 4-3 
je prikazan kromatogram nikljeve afinitetne kromatografije ter analiza izolacije konstrukta z 
NaDS-PAGE, iz katere je razvidno, da smo konstrukt z nikljevo afinitetno kromatografijo 
uspešno očistili. Izolirali smo 215 mg rekombinantnega proteina. 
 
 
Slika 4-3: Izolacija konstrukta C1 iz topne frakcije po izražanju v celicah E. Coli seva BL21(DE3)pLysS.                             
(A) Kromatogram nikljeve afinitetne kromatografije. Modra črta – graf absorbance pri 280 nm v odvisnosti od volumna; zelena 
črta – graf koncentracije imidazola v odvisnosti od volumna; sivo polje – frakcije, ki smo jih uporabili za naslednji korak. (B) 
NaDS-PAGE vzorcev iz različnih stopenj čiščenja konstrukta, nanešenih na 12,5 % gel. Legenda: S – standard; IZH – izhodni 
vzorec; NVF I – nevezana frakcija 1; SF – sprana frakcija; NVF II – nevezana frakcija 2; EL – eluiran rekombinantni protein. 
Črna puščica označuje liso konstrukta C1, velikosti 42,5 kDa. 
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4.2.2 Izolacija konstrukta C2 
 
Konstrukt C2 smo iz netopne frakcije (t.j. inkluzijska telesca) izolirali v več korakih. Po 
raztapljanju inkluzijskih telesc smo konstrukt čistili in hkrati ponovno zvijali na koloni za 
nikljevo afinitetno kromatografijo. Združene eluirane frakcije so vsebovale 62 mg proteina. 
Sledila je naslednja stopnja čiščenja z ionskoizmenjevalno kromatografijo. V zadnji stopnji 
izolacije smo z gelsko izključitveno kromatografijo preverili, ali je protein pravilno zvit. 
Pridobili smo 40,5 mg pravilno zvitega konstrukta C2. Na sliki 4-4 sta prikazana kromatograma 
ionskoizmenjevalne kromatografije in gelske izključitvene kromatografije ter analiza izolacije 
konstrukta z NaDS-PAGE. Iz te je razvidno, da smo konstrukt uspešno očistili.  
 
 
Slika 4-4: Izolacija konstrukta C2 iz netopne frakcije po izražanju v celicah E. Coli seva BL21(DE3)pLysS.  
(A) Kromatogram ionskoizmenjevalne kromatografije. Modra črta – graf absorbance pri 280 nm v odvisnosti od volumna; 
zelena črta – graf koncentracije NaCl v odvisnosti od volumna; sivo polje – frakcije, ki smo jih uporabili za naslednji korak. 
(B) Kromatogram gelske izključitvene kromatografije. (C) NaDS-PAGE vzorcev iz različnih stopenj čiščenja konstrukta, 
nanešenih na 12,5 % gel. Legenda: S – standard; IZH – izhodni vzorec; NVF 1 – nevezana frakcija 1  (nanos na kolono za 
IMAC) SF – sprana frakcija; IMAC – vzorec po nikljevi afinitetni kromatografiji; NVF 2 – nevezana frakcija 2 (nanos na 
kolono za IEX); IEX 1 – vzorec odvzet iz elucijske frakcije, ki je na kromatogramu (A) označena s številko 1; IEX 2 – vzorec 
odvzet iz elucijske frakcije, ki je na kromatogramu (A) označena s številko 2. Črna puščica označuje liso konstrukta C2, 
velikosti 33 kDa. 
 
  
35 
 
4.2.3 Izolacija konstrukta ACTN1_hd_B 
 
Konstrukt ACTN1_hd_B smo izolirali iz topne frakcije z nikljevo afinitetno in 
ionskoizmenjevalno kromatografijo. Na sliki 4-5 sta prikazana kromatograma obeh izvedenih 
kromatografij ter analiza izolacije konstrukta z NaDS-PAGE. Iz te je razvidno, da smo s 
kromatografijama protein uspešno očistili. Izolirali smo 216 mg rekombinantnega proteina. 
 
 
Slika 4-5: Izolacija konstrukta ACTN1_hd_B iz topne frakcije po izražanju v celicah E. Coli seva BL21(DE3)pLysS.  
(A) Kromatogram nikljeve afinitetne kromatografije. Modra črta – graf absorbance pri 280 nm v odvisnosti od volumna; zelena 
črta – graf koncentracije imidazola v odvisnosti od volumna. ˙(B) Kromatogram ionskoizmenjevalne kromatografije. Modra 
črta – graf absorbance pri 280 nm v odvisnosti od volumna; zelena črta – graf koncentracije NaCl v odvisnosti od volumna; 
sivo polje – frakcije, ki smo jih uporabili za naslednji korak. (C) NaDS-PAGE vzorcev iz različnih stopenj čiščenja konstrukta. 
Legenda: S - standard; IMAC – vzorec proteina po nikljevi afinitetni kromatografiji; IEX vzorec proteina po 
ionskoizmenjevalni kromatografiji. Črna puščica označuje liso konstrukta ACTN1_hd_B, velikosti 45 kDa. 
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4.3 Optimizacija ligacije inteinskih konstruktov  
 
Izvedli smo tri poskuse optimizacije ligacije inteinskih konstruktov C1 in C2 za pripravo 
produkta ACTN1_hd_A. Pri tem smo spreminjali tri parametre – sestavo ligacijskega pufra, 
končno koncentracijo vsakega od inteinskih konstruktov v ligacijski mešanici ter temperaturo, 
pri kateri smo ligacijo izvajali. Spodnja shema (slika 4-6) prikazuje načrt, po katerem smo 
poskusili optimizirati ligacijo inteinskih konstruktov C1 in C2. 
 
Slika 4-6: Načrt optimizacije ligacije inteinskih konstruktov C1 in C2. Na shemi so podane lastnosti oziroma vrednosti 
parametrov pri vsakem od poskusov – sestava ligacijskega pufra, končne koncentracije inteinskih konstrukov v ligacijski 
mešanici ter temperature, pri katerihje ligacija potekala. Izvedli smo 3 poskuse, pri čemer smo pri 1. in 2. poskusu izvedli 
slična paralelna poskusa v različnih ligacijskih pufrih, vrednosti drugih dveh parametrov pa so bile pri obeh poskusih enake. 
Prvi poskus ligacije je bil neuspešen. Inteinska konstrukta C1 in C2 smo pripravili v ustreznih 
koncentracijah bodisi v pufru TRIS1, bodisi v pufru TRIS2 in ju združili tako, da so bile njune 
končne koncentracije v ligacijskih mešanicah v skladu z načrtom prvega poskusa. Ko smo 
mešanici inteinskih konstruktov dodali reducent TCEP, je mešanica postala motna - razlog je 
obarjanje proteinov. Nekompatibilnost konstruktov, pripravljenih v pufrih TRIS1 in TRIS2, z 
reducentom TCEP, smo preverili z dodatnim poskusom. Reducent TCEP smo dodali vsakemu 
od konstruktov posebej in ugotovili, da se oba konstrukta ob dodatku TCEP obarjata. V 
naslednjem poskusu smo preverili kompatibilnost vzorcev, pripravljenih v pufrih TRIS, z 
reducentom DTT. Po dodatku reducenta DTT (tako k vsakemu konstruktu posebej kot tudi k 
mešanici obeh konstruktov) obarjanje ni bilo prisotno. Na podlagi teh rezultatov smo se 
odločili, da bomo ob nadaljnjih poskusih optimizacije, v primeru uporabe ligacijskih pufrov 
TRIS, kot reducent uporabljali DTT. 
Pri drugem poskusu optimizacije smo preizkusili ligacijska pufra TRIS3 in FOS, vrednosti 
ostalih parametrov pa smo ohranili takšne kot pri prvem poskusu. Na sliki 4-7 so prikazani 
rezultati 2. poskusa optimizacije ligacije inteinskih konstruktov. Za primerjavo uspešnosti 
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ligacije pri različnih pogojih, smo na gele v vseh primerih, ne glede na različne vrednosti 
končnih koncentracij inteinskih konstruktov v ligacijskih mešanicah, nanesli volumne vzorcev, 
ki so ustrezali enakim masam proteina.  
Iz rezultatov je razvidno, da je bila ligacija uspešna v obeh pufrih in pri vseh kombinacijah 
parametrov, saj je v vseh vzorcih prisoten produkt ligacije ACTN1_hd_A. Iz analize z  
NaDS-PAGE je razvidno, da je pri obeh uporabljenih pufrih najmanj željenega produkta 
ligacije nastalo pri temperaturi ligacije 37 °C (slika 4-7 B, D). Rezultati ligacije v pufru FOS 
kažejo, da je največ produkta ligacije ACTN1_hd_A nastalo pri temperaturi ligacije 33 °C 
(slika 4-7 D). 
 
Slika 4-7: 2. poskus optimizacije ligacije inteinskih kontruktov C1 in C2. (A, B) Ligacija inteinskih konstruktov v pufru 
TRIS3 ob prisotnosti reducenta DTT. Vzorci so bili odvzeti po pretečenih 3 h ligacije (A) in 24 h ligacije (B). (C, D) Ligacija 
inteinskih konstrukotv v pufru FOS z reducentom TCEP. Vzorci so bili odvezi po pretečenih 3 h ligacije (C) in 24 h ligacije 
(D). Pri vsaki od preizkušenih temperatur (30 °C, 33 °C, 37 °C) smo preizkusili tri končne koncentracije vsakega inteinskega 
konstrukta v ligacijski mešanici (60 µM, 80 µM, 100 µM), ki so navedene nad vsakim stolpcem na gelih. Črne puščice 
označujejo lise ligiranega produkta ACTN1_hd_A z molekulsko maso 58,3 kDa.  
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V tretjem poskusu optimizacije ligacije smo preučili uspešnost ligacije pri vrednostih 
parametrov, ki so se od drugega poskusa med seboj bolj razlikovale. Kot ligacijski pufer smo 
uporabili pufer FOS, ki se je pri drugem poskusu izkazal za uspešnega. Iz rezultatov  
(slika 4-8) je razvidno, da je bila ligacija uspešna pri vseh kombinacijah parametrov, saj je bil 
v vseh vzorcih prisoten produkt ligacije ACTN1_hd_A. Količina željenega produkta ligacije s 
temperaturo ligacije narašča (slika 4-8 B). 
 
Slika 4-8: 3. poskus optimizacije ligacije inteinskih konstrukotv C1 in C2. Ligacija inteinskih konstruktov v ligacijskem 
pufru FOS ob prisotnosti reducenta TCEP. Pri vsaki od preizkušenih temperatur (25 °C, 30 °C, 35 °C) smo preizkusili tri 
končne koncentracije vsakega inteinskega konstrukta v ligacijski mešanici (20 µM, 60 µM, 100 µM). Črni puščici označujeta 
lise ligiranega produkta ACTN1_hd_A z molekulsko maso 58,3 kDa.  
4.4. Ligacija inteinskih konstruktov v večjem merilu in izolacija produkta ligacije 
ACTN1_hd_A 
 
Za pridobivanje večje količine ligacijskega produkta ACTN1_hd_A smo izvedli ligacijo 
inteinskih konstruktov v preparativnem merilu. Združili smo 12,83 mg (0,302 µmol) konstrukta 
C1 in 10,0 mg (0,302 µmol) konstrukta C2, s končno koncentracijo 80 µM v 3,8 ml ligacijske 
mešanice. Ligacijo smo izvedli v ligacijskem pufru FOS pri temperaturi 33 °C. Željeni 
ligacijski produkt smo po ligaciji izolirali v dveh stopnjah - z nikljevo afinitetno kromatografijo 
in z gelsko izključitveno kromatografijo. Izolirali smo 4,98 mg (0,085 µmol) ligacijskega 
produkta ACTN1_hd_A. Izkoristek ligacije in izolacije željenega produkta, izračunan iz 
množine inteinskih konstruktov v ligacijski mešanici ter množine izoliranega produkta ligacije, 
je znašal 28 %. Na sliki 4-9 je prikazan kromatogram gelske izključitvene kromatografije ter 
analiza izolacije produkta ACTN1_hd_A z NaDS-PAGE. Z nikljevo afinitetno kromatografijo 
smo se znebili nezreagiranih inteinskih konstruktov, ki so se zaradi prisotnosti heksahistidinske 
oznake vezali na kolono. Za nadaljno stopnjo izolacije smo zbirali nevezano frakcijo, kjer se 
je med drugim nahajal željeni produkt ligacije. 
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Slika 4-9: Izolacija ligacijskega produkta ACTN1_hd_A. (A) Graf gelske izključitvene kromatografije. Modra linija – graf 
absorbance pri 280 nm v odvisnosti od volumna; rdeče linije – zbrane frakcije; sivo polje – frakcije, ki smo jih uporabili za 
naslednji korak. (B) Analiza NaDS-PAGE vzorcev, odveztih na različnih stopnjah izolacije ligacijskega produkta. S – 
standard; LIG – vzorec ligacijske mešanice po 24 h ligacije; IMAC – vezana frakcija vzorca po ligaciji; SEC 1, SEC 2, SEC 
3 – vzorci frakcij, ki so na kromatogramu (A) označene z 1, 2 in 3. Črna puščica označuje liso produkta ACTN1_hd_A, velikost 
58,3 kDa. 
4.5. Združitev fragmentov ACTN1_hd_A in ACTN1_hd_B ter izolacija polovičnega 
dimera ACTN1  
 
Izoliran ligacijski produkt ACTN1_hd_A smo združili s fragmentom ACTN1_hd_B za 
nastanek polovičnega dimera α-aktinina-1. Fragmenta smo združili v molarnem razmerju 1:1, 
in sicer 4,98 mg (0,085 µmol) ACTN1_hd_A ter 3,8 mg (0,085 µmol) ACTN1_hd_B. Z gelsko 
izključitveno kromatografijo smo izolirali 5,94 mg (0,058 µmol) polovičnega dimera, kar 
ustreza 68-odstotnemu izkoristku dimerizacije in izolacije produkta. Na sliki 4-10 je prikazan 
kromatogram gelske izključitvene kromatografije in analiza izolacije polovičnega dimera z 
NaDS-PAGE. Prvi vrh na kromatogramu (frakcija 1) ustreza polovičnemu dimeru velikosti 
103,3 kDa, drugi vrh (frakcija 2) pa predstavlja nezreagirana izhodna fragmenta, kar je 
razvidno iz analize na gelu (SEC2). Razvidno je, da je bil fragment ACTN1_hd_B dodan v 
prebitku.  
 
Slika 4-10: Izolacija polovičnega dimera ACTN1. (A) Kromatogram gelske izključitvene kromatografije. Modra črta – graf 
absorbance pri 280 nm v odvisnosti od volumna; rdeče linije – zbrane frakcije; sivo polje – frakcije, ki predstavljajo končni 
vzorec. (B) Analiza NaDS-PAGE. Lisa velikosti 58,3 kDa predstavlja fragment ACTN1_hd_A, lisa velikost 45 kDa pa 
fragment ACTN1_hd_B. S – standard; ZDR – vzorec po združitvi fragmentov polovičnega dimera; SEC 1, 2 – vzorca frakcij, 
ki sta na kromatogramu (A) označeni z 1 in 2.  
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5. RAZPRAVA 
 
5.1 Poskusno izražanje inteinskih konstruktov C1 in C2 
 
Priprava inteinskih konstruktov zahteva cepitev zaporedja DNA tarčnega proteina in fuzijo 
vsakega od fragmentov (N- in C-eksteina) z enim od fragmentov razcepljenega inteina (IntN in 
IntC). Pri izbiri mesta cepitve tarčnega proteina smo delno omejeni, saj mora biti aminokislinski 
ostanek na mestu +1 znotraj C-eksteina, obvezno cistein. Izbrano cepitveno mesto lahko 
rezultira v nastanku fragmentov, ki se niso zmožni uspešno zviti v nativno strukturo. 
Posledično so izraženi inteinski konstrukti pogosto slabo topni29,38. Še posebej pri pridobivanju 
proteinov, namenjenih segmentnemu označevanju, nizka topnost konstruktov ni zaželjena, saj 
je za analizo z NMR potrebna velika količina proteina v vzorcu. Stopnja izražanja proteinov v 
minimalnem mediju z izotopi je že tako signifikantno nižja kot v običajnem mediju za izražanje 
rekombinantnih proteinov v bakterijskih celicah, zato ni dobro, da se fragment, namenjen 
označevanju, nahaja v netopni frakciji, iz katere je težje izolirati zadostne količine proteina.  
V našem primeru se je mesto cepitve zaporedja α-atkinina-1, namenjenega pripravi inteinskih 
konstruktov, nahajalo znotraj zaporedja fleksibilnega vratu. Zaporedje aktin-vezavne domene 
(konstrukt C1, namenjen označevanju) je bilo s tem nespremenjeno, zato smo upali, da bo ob 
izražanju aktin-vezavna domena lahko zavzela svojo nativno globularno strukturo in se bo torej 
konstrukt izražal v topni frakciji. Poskusno izražanje je pokazalo, da se oba inteinska 
konstrukta uspešno izražata, konstrukt C1 v topni frakciji in konstrukt C2 v netopni frakciji. 
Pri pripravi vzorcev netopne frakcije v primeru konstrukta C2, smo pri redčenju naredili 
napako. Vzorce netopne frakcije smo redčili v 2-krat večjem volumnu H2O kot bi morali na 
podlagi izračuna iz meritev celične gostote. Zato je razlika med količino proteina v topni in 
netopni frakciji večja v prid netopne frakcije, kot pa bi sklepali iz slike gela.  Glede na to, da 
je izotopskemu označevanju namenjen konstrukt C1, smo bili z rezultati zadovoljni.  Odločili 
smo se, da bomo konstrukta v preparativnem merilu izrazili pri enakih pogoji kot pri 
poskusnem izražanju – 4 urno izražanje pri temperaturi 37 °C. 
5.2 Pridobivanje in izolacija rekombinantih proteinov 
 
Izkupiček izolacije konstruktov C1, C2 in ACTN_hd_B je pokazal, da so za pridobivanje 
zadostnih količin rekombinantnih proteinov načrtani konstrukti, izbrani ekspresijski pogoji in 
izvedba izolacije ustrezni. Konstrukta C1 in ACTN1_hd_B, ki sta se izražala v topni frakciji, 
smo izolirali v velikih količinah – 134 mg/l medija za konstrukt C1 in 135 mg/l medija za 
konstrukt ACTN1_hd_B. Posebej pomembna je visoka stopnja izražanja in velik izkoristek 
izolacije v primeru konstrukta C1, ki ga bo potrebno pri pridobivanju segmentno označenega 
proteina, izraziti v minimalnem devteriranem mediju z izotopoma 13C in 15N. Ta medij je drag 
in stopnja izražanja je v njem signifikantno nižja kot v običajnem mediju LB. Pogosto se tarčni 
proteini v fuziji z inteinskimi fragmetni, posebej z večjim IntN, izražajo v manjši meri, kot bi 
se sami42. Z izbiro trenutno najbolj učinkovitega razcepljenega inteina na tržišču – Cfa, pri 
katerem je stopnja izražanje N-končnih inteinskih konstruktov 30-krat večja kot pri drugem 
najbolj učinkovitem inteinu Npu38, smo se temu problemu izognili. Izkoristek izolacije 
konstrukta C2 je bil veliko nižji – 25 mg/l medija, kar je smiselno, saj smo ga izolirali iz 
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inkluzijskih telesc, kar je tehnično zahteven proces, ki rezultira v nizkih izkoristkih izolacije 
proteina. Na nizek izkoristek najbolj vpliva stopnja ponovnega zvijanja proteina. 
5.3 Optimizacija ligacije inteinskih konstruktov 
 
Izvedba optimizacije ligacije načrtanih inteinskih konstruktov je ključna, preden se lotimo 
izotopskega označevanja izbranega fragmenta in ligacije za nastanek segmentno označenega 
proteina. Od optimizacije ligacije in določitve optimalnih pogojev je namreč odvisno, ali bomo 
pri končni ligaciji pridobili dovoljšno količino segmentno označenega proteina za analizo z 
NMR. Ker so optimalni pogoji ligacije inteinskih konstruktov med drugim odvisni od lastnosti 
N- in C-eksteina, ni na voljo standardiziranih protokolov za izvedbo ligacije z uporabo 
specifičnega inteina. Tako smo pripravili načrt optimizacije ligacije na podlagi že narejenih 
uspešnih poskusov ligacije in pogojev, pri katerih so bili izvedeni29,32,33,36,38.  
1. poskus optimizacije je bil neuspešen, saj sta se inteinska konstrukta, pripravljena v pufrih 
TRIS1 in TRIS2 (pH 7,2) po dodatku reducenta TCEP  obarjala. Nekompatibilnosti reducenta 
TCEP z našima fragmentoma v pufrih TRIS smo preverili v dodatnem eksperimentu in potrdili, 
da prihaja do nekompatibilnosti. Ta rezultat je presenetljiv, saj so pri nekaterih uspešno 
opravljenih eksperimentih ligacije, opisanih v literaturi, uporabili prav ligacijski pufer s pufrom 
TRIS ter reducent TCEP 29. Ker je prisotnost reducenta pogoj za uspešen potek reakcije, saj bi 
drugače katalitični Cys1 oksidiral in nukleofilni napad ne bi potekel42, smo pri nadaljnji 
uporabi pufra TRIS, uporabili reducent DTT. Pri izvedbah ligacije, opisanih v literaturi, je bil 
kot reducent vedno uporabljen TCEP s končnimi koncentracijami od 0,5 mM do 5 mM29,32,33,38, 
saj je bolj stabilen in učinkovitejši kot DTT43. Uporaba TCEP v kombinaciji s fosfatnimi pufri 
se odsvetuje, saj naj bi reducent v prisotnosti fosfatnih ionov izgubil reduktivno kapaciteto, 
predvsem pri nevtralnem pH29,43. Pri eksperimentih 2. in 3. smo vseeno uporabili TCEP v 
kombinaciji s fosfatnim pufrom, vendar smo pH pufra uravnali na 7,4. 
Vse izvedbe ligacije v 2. in 3. poskusu optimizacije ligacije so bile uspešne, saj smo pri vseh 
dobili produkt ligacije ACTN1_hd_A. Uspešnost ligacije pri tako širokem spektru pogojev 
(temperaturno območje 25 °C – 37 °C) gre pripisati izjemni stabilnosti in učinkovitosti inteina 
Cfa. Ta pri temperaturi 30 °C katalizira ligacijo inteinov z razpolovnim časom 20 s in je aktiven 
na širokem temperaturnem območju vse do 80 °C38. Iz analiz NaDS-PAGE 2. poskusa je 
razvidno, da je bil izkoristek ligacije pri temperaturi 37 °C slabši kot pri temperaturah 30 °C in 
33 °C, tako v ligacijskem pufru TRIS3 kot v fosfatnem pufru FOS. Razlike med količinami 
ligacijskega produkta pri temperaturah 30 °C in 33 °C so manj očitne, vendar bi lahko rekli, da 
je v primeru ligacije v ligacijskem pufru FOS, več željenega produkta nastalo pri temperaturi 
33 °C. Pri preizkušanju različnih končnih koncentracij inteinskih konstruktov v ligacijskih 
mešanicah, iz analize z NaDS-PAGE ni moč razbrati očitnih razlik v količinah željenega 
ligacijskega produkta. Zadnji,  3. poskus optimizacije smo zato zastavili širše, da bi bile razlike 
v količinah ligacijskega produkta bolj očitne. Iz analize z NaDS-PAGE je razvidno, da je 
največ željenega produkta ligacije prisotnega v vzorcih ligacijske mešanice pri temperaturi  
35 °C. Ob podrobnejši analizi gela opazimo, da so v omenjenih vzorcih večje tudi količine 
ligacijskih prekurzorjev in ostalih produktov ligacije. To pomeni, da je bilo na gel nanešenega 
več vzorca, kot bi ga bilo potrebno nanesti za ustrezno primerjavo s preostalimi vzorci. 
Posledično iz rezultatov 3. poskusa ne moremo potegniti jasnih zaključkov. Potrdimo lahko le, 
da je izkoristek ligacije pri temperaturi 30 °C večji kot pri temperaturi 25 °C. Iz vseh rezultatov 
pridobljenih pri optimizaciji ligacije sledi, da se količina željenega ligacijskega produkta 
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povečuje z višanjem temperature ligacije na intervalu 25 °C – 33 °C in da spreminjanje končne 
koncentracije ligacijskih prekurzorjev v ligacijski mešanici na intervalu 20 µM – 100 µM ne 
vpliva na uspešnost ligacije. 
5.4 Ligacija inteinskih konstruktov v velikem merilu in izolacija ligacijskega produkta 
ACTN1_hd_A 
 
Izkoristki ligacije inteinskih konstruktov se pri uporabi visoko učinkovitih inteinov kot je Npu 
(za Cfa v literaturi ni podatkov) gibljejo od 55 % do 90 %. Izkoristek ligacije je poleg 
eksperimentalnih pogojev odvisen od lastnosti N- in C-eksteina36. Ne glede na katalitično 
učinkovitost inteina prihaja pri poteku glavne reakcije tudi do neželjenih kompetitivnih 
stranskih reakcij. Takšni sta izrezovanje N-eksteina in C-eksteina (ang. N-terminal and  
C-terminal trans-cleavage),  ki ne rezultirata v ligiranem produktu29. 
Ligacijo v velikem merilu smo izvedli v pufru FOS pri temperaturi 33 °C. Končni koncentraciji 
inteinskih konstruktov v ligacijski mešanici sta znašali 80 µM (0,302 µmol). Z izolacijo smo 
pridobili 0,085 µmol (4,98 mg) željenega produkta ACTN1_hd_A, kar ustreza 28-odstotnemu 
izkoristku ligacije in izolacije. Sklepamo, da je pri izolaciji z nikljevo afinitetno in gelsko 
izključitveno kromatografijo prišlo do izgub, vsekakor pa izkoristek same ligacije ni bil visok 
in se je najverjetneje gibal na spodnji meji podatkov o izkoristkih, objavljenih v literaturi. Iz  
analize z NaDS-PAGE (slika 4-8B, vzorec LIG), sta razvidni lisi stranskih produktov reakcije 
– N-eksteina (M = 30 kDa) in C-eksteina (M = 28,3 kDa).  
5.5 Združitev fragmetnov ACTN1_hd_A in ACTN1_hd_B ter izolacija polovičnega 
dimera ACTN1 
 
Dimerizacija α-aktina-1 preko spektrinskih ponovitev poteka z visoko afiniteto (Kd = 10 pM)
14, 
zato smo pričakovali visok izkoristek dimerizacije fragmentov ACTN1_hd_A in 
ACTN1_hd_B, ki združena tvorita polovični dimer α-aktinina. Rezultat se je skladal s 
pričakovanjem, saj smo z združitvijo 0,085 µmol vsakega od fragmentov in izolacijo nastalega 
produkta z gelsko izključitveno kromatografijo pridobili 0,058 µmol (5,94 mg) polovičnega 
dimera α-aktinina-1, kar predstavlja 68-odstotni izkoristek.  
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6. ZAKLJUČEK 
 
V diplomskem delu smo dokazali, da je načrtana inteinska konstrukta, namenjena pripravi 
segmentno označenega α-aktinina-1, mogoče ligirati z metodo trans-spajanja preko 
razcepljenega inteina Cfa. Ligacijo inteinskih konstruktov smo optimizirali in ugotovili, da od 
vseh preizkušenih parametrov na količino nastalega ligacijskega produkta najbolj vpliva 
temperatura, pri kateri ligacija poteka. Pokazali smo, da je izkoristek ligacije največji pri 
temperaturi 33 °C. Z ligacijo inteinskih konstruktov v velikem merilu smo potrdili, da je 
izkoristek ligacije dovolj velik za nadaljnje delo z inteinskimi konstrukti za pripravo segmentno 
označenega α-aktinina-1 za meritve NMR. 
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